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PAPEL DE LAS N-ACILETANOLAMINAS Y EL SISTEMA CIRCADIANO EN LA 
HOMEOSTASIS ENERGÉTICA EN PECES TELEÓSTEOS 
INTRODUCCIÓN 
La ingestión de alimentos es un proceso multifactorial en el que intervienen una gran 
cantidad de elementos tanto ambientales como fisiológicos, cuya regulación se encuentra muy 
conservada a lo largo de la evolución, desde peces teleósteos hasta mamíferos. Así, en todos 
los vertebrados, tanto el sistema nervioso central como una gran cantidad de órganos 
periféricos funcionan de forma coordinada para establecer una óptima regulación de la 
ingesta. 
Actualmente se conocen un gran número de señales neuroendocrinas implicadas en la 
regulación de la homeostasis energética en los peces, como neuropéptidos, hormonas y 
monoaminas. Sin embargo, se ha prestado poca atención a moléculas de otra naturaleza, 
como los derivados lipídicos N-aciletanolaminas (NAEs), las cuáles además se han propuesto 
como candidatas a actuar como nexo entre el metabolismo y el sistema circadiano en los 
mamíferos, a través de su receptor PPARα. 
Por todo ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es el estudio del papel de 
las NAEs en la homeostasis energética de los peces e investigar la relación entre el sistema 
circadiano y dicha homeostasis energética, utilizando como modelo el ciprínido Carassius 
auratus. 
Resumen 
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OBJETIVOS Y RESULTADOS 
• Caracterizar componentes esenciales del sistema de las NAEs en los peces 
Se ha demostrado la presencia en el carpín de todos los componentes del sistema de las 
NAEs: OEA, PEA y SEA, sus precursores, las enzimas de síntesis (NAPE-PLD) y de degradación 
(FAAH) y su receptor (PPARα) en diferentes tejidos centrales (hipotálamo y telencéfalo) y 
gastrointestinales (bulbo intestinal, intestino anterior e hígado). 
• Determinar el papel de las NAEs en la regulación de la ingesta en los peces 
La ingestión de alimento induce un aumento en los niveles gastrointestinales, pero no 
cerebrales, de OEA, PEA y SEA. Además, la PEA reduce la ingesta, el peso corporal y la actividad 
locomotora, junto con un aumento en la expresión génica hepática de leptina y una reducción 
en la expresión hipotalámica de npy. 
• Estudiar los posibles efectos de la OEA y la PEA sobre el metabolismo hepático e 
interacción con el sistema circadiano 
Tanto la OEA como la PEA producen un aumento de la actividad de enzimas lipogénicas 
(ACLY y FAS), junto con una reducción en la actividad de la enzima lipolítica CPT-1 por la OEA. 
Ambas NAEs también reducen la actividad de la enzima PEPCK y aumentan la de la GPasa. 
Asimismo, ambas NAEs modulan la expresión de algunos genes reloj en el hígado, destacando 
un aumento de la expresión de bmal1a. Los niveles de OEA, PEA y SEA, así como la expresión 
de pparα, en el hígado y el intestino presentan ritmos diarios asociados al momento de la 
ingesta. 
• Averiguar si el horario de alimentación y/o el ciclo de luz-oscuridad determinan la 
sincronización de los osciladores en peces 
Tanto en el hipotálamo como en el hígado los genes reloj presentan ritmos diarios de 
expresión. Dichos ritmos en el hipotálamo se pierden en ausencia del ciclo luz-oscuridad, 
mientras que no se ven afectados por cambios en el horario de alimentación. En el hígado, 
estos ritmos se mantienen incluso en oscuridad constante, ajustándose al horario de 
alimentación. 
• Comprobar si existen ritmos diarios de los receptores nucleares PPAR, ROR y REV-ERB, y 
averiguar qué zeitgebers dirigen tales ritmos. 
La expresión rítmica de rev-erbα se encuentra controlada por el ciclo luz-oscuridad en el 
hipotálamo y por el horario de alimentación en el hígado. Por su parte, rev-erbβ, rorα y pparα 
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presentan ritmos diarios de expresión únicamente en el hígado y solo cuando ambos 
zeitgebers están presentes. 
• Conocer el efecto de una disrupción temporal sobre diferentes osciladores en el carpín 
Una inversión de 12 horas del horario de alimentación provoca un avance de 3-5 horas en 
las acrofases de los ritmos de los genes reloj y de los receptores nucleares en el oscilador 
hipotalámico, y un desfase de 12 horas en el reloj hepático. Por su parte, en el tejido interrenal 
se provoca un gran desajuste entre los genes reloj, asociado a la pérdida del ritmo de cortisol 
circulante. 
CONCLUSIONES 
1. La presencia en el carpín de todos los componentes del sistema de las NAEs sugiere que 
estos derivados lipídicos actúan como moléculas bioactivas en los peces, pudiendo 
intervenir en la regulación de diferentes funciones fisiológicas. 
2. La alimentación es un importante regulador de las NAEs en los peces, como lo 
demuestran las importantes variaciones en los niveles gastrointestinales de OEA, PEA y 
SEA, en respuesta a los ciclos diarios de alimentación y ayuno. El rápido aumento 
postprandial observado en tejidos gastrointestinales, pero no en tejidos cerebrales, 
sugiere que estas NAEs podrían estar actuando como señales periféricas de saciedad a 
corto plazo. 
3. La PEA presenta un efecto anorético y además reduce el peso corporal, efectos que 
podrían estar mediados por un aumento de la leptina hepática y una disminución del 
NPY hipotalámico. La acusada reducción de la actividad anticipatoria a la alimentación 
apoya un efecto de la PEA no solo en la etapa consumatoria del comportamiento 
alimentario, sino también en etapas previas de alerta y localización de la comida. 
4. Las NAEs regulan el metabolismo hepático en los peces, generando un efecto lipogénico 
inducido por OEA y PEA, junto con una reducción del potencial lipolítico por la OEA. 
Además, ambas NAEs reducen el potencial gluconeogénico y aumentan el 
glucogenolítico. Dichos efectos podrían estar mediados por el aumento de la expresión 
hepática de bmal1a inducido por ambas NAEs. 
5. Se ha comprobado que el hipotálamo se comporta como un oscilador sincronizado por 
la luz (LEO), mientras que el hígado actúa como un oscilador sincronizado por la comida 
(FEO) en el carpín. Por su parte, la glándula interrenal parece ser más sensible al ciclo 
luz-oscuridad, sugiriendo que se comporta más como un LEO. 
Resumen 
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6. Los ritmos diarios de NAEs así como de su receptor PPARα en tejidos gastrointestinales 
del carpín asociados al momento de la ingesta, sugieren que estos derivados lipídicos 
pueden señalizar la hora de la comida, actuando como entradas o inputs de los FEOs. 
7. La expresión rítmica de rev-erbα se encuentra ligada a la existencia de ritmos en los 
genes reloj, estando controlada por el ciclo luz-oscuridad en el hipotálamo y por la 
alimentación en el hígado. Esto sugiere que en el carpín rev-erbα es un gen controlado 
por el reloj (CCG). 
8. La existencia de ritmos diarios en la expresión de rev-erbβ, rorα y pparα solamente en el 
hígado sugiere que su ritmicidad es más importante para el metabolismo hepático que 
para otras funciones. 
9. El desajuste entre los zeitgebers ciclos luz-oscuridad y alimentación-ayuno afecta al 
oscilador del tejido interrenal en mayor medida que a los osciladores hipotalámico y 
hepático. Todo ello apoya que una alteración de la homeostasis temporal es un agente 
estresante para los peces. 
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Role of N-acylethanolamines and the circadian system in the energy 
homeostasis in teleost fish 
INTRODUCTION 
Food intake is a multifactorial process driven by a great number of environmental and 
physiological factors; whose regulation is highly conserved throughout the evolution from 
teleosts fish to mammals. Thus, in all vertebrates, both central nervous system and a wide 
variety of peripheral organs work in a coordinated manner to establish optimal regulation of 
feeding. 
A large number of neuroendocrine signals are currently involved in the regulation of 
energy homeostasis in fish, such as neuropeptides, hormones, and monoamines. However, 
little is known about molecules of a different nature, such as the lipid derivatives N-
acylethanolamines (NAEs), which have also been suggested to be candidates to act as a link 
between the metabolism and the circadian system in mammals, via their receptor PPARα. 
Therefore, the general objective of this Doctoral Thesis is the study of the role of NAEs in 
the energy homeostasis of fish and to investigate the relationship between the circadian 
system and this energy homeostasis, using the cyprinid Carassius auratus as a model. 
OBJECTIVES AND RESULTS 
• Characterize key components of the NAEs system in fish 
It has been demonstrated the presence in the goldfish of all components of the NAEs' 
system: OEA, PEA, and SEA, their precursors, their synthesis (NAPE-PLD) and degradation 
Summary 
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(FAAH) enzymes, and their receptor (PPARα) in different brain (hypothalamus and 
telencephalon) and gastrointestinal tissues (intestinal bulb, anterior intestine, and liver). 
• Determine the role of NAEs in the regulation of food intake in fish 
Feeding induces an increase in the gastrointestinal levels, but not central ones, of OEA, 
PEA, and SEA. In addition, PEA reduces food intake, body weight, and locomotor activity, as 
well as an increase in the gene expression of hepatic leptin and a decrease in expression of 
hypothalamic npy. 
• Study the possible effects of OEA and PEA on energy homeostasis and interaction with 
the circadian system 
Both OEA and PEA cause an increase in lipogenic enzyme (ACLY and FAS, respectively) 
activity, and a reduction in lipolytic enzyme (CPT-1) activity by OEA. Both NAEs also reduce the 
PEPCK enzyme and increase GPase. Furthermore, both NAEs modulate the expression of some 
clock genes in the liver, highlighting an increase in the expression of bmal1a. Levels of OEA, 
PEA, and SEA, as well as the expression of pparα, in liver and intestine of goldfish present daily 
rhythms associated with the time of feeding. 
• Identify whether scheduled feeding and/or light-dark cycle determine the 
synchronization of oscillator in fish 
Both in hypothalamus and liver, clock genes show daily rhythms of mRNA expression. 
Such rhythms in the hypothalamus are lost in the absence of light-dark cycle, while they are 
not affected by changes in scheduled feeding. In the liver, clock-gene rhythms are maintained 
even in constant darkness, adjusting to the feeding schedule. 
• Check for daily rhythms of the nuclear receptors PPAR, ROR, and REVERB, and 
determine which zeitgebers drive such rhythms 
The rhythmic expression of rev-erbα is controlled by the light-dark cycle in the 
hypothalamus and by the feeding schedule in the liver. On the other hand, rev-erbβ, rorα, and 
pparα only present daily rhythms of expression in the liver when both zeitgebers are present. 
• Know the effect of a temporary disruption on different oscillators in goldfish 
A 12-h shift in the scheduled feeding causes a 3-5 h advance in the acrophases of rhythms 
of clock genes and nuclear receptors in the hypothalamic oscillator, and a 12-h shift in the 
hepatic clock. On the other hand, there is a great mismatch between the clock genes in the 
interrenal gland, associated with the loss of circulating cortisol rhythm. 
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CONCLUSIONS 
1. The presence in the goldfish of all components of the NAEs' system suggests that these 
lipid derivatives act as bioactive molecules in fish and may participate in the regulation 
of different physiological functions. 
2. Feeding is an important regulator of NAEs in fish, as demonstrated by significant 
variations in gastrointestinal levels of OEA, PEA, and SEA, in response to daily feeding-
fasting cycles. The rapid postprandial increase observed in gastrointestinal tissues, but 
not in brain ones, suggests that these NAEs may be acting as short-term peripheral 
satiety signals. 
3. PEA has an anorectic effect and also reduces body weight, effects that could be 
mediated by an increase in hepatic leptin and a decrease in hypothalamic NPY. The 
sharp reduction in anticipatory feeding activity supports an effect of PEA not only in the 
feeding-behavior consummatory stage, but also in previous stages of awareness and 
location of food. 
4. NAEs regulate hepatic metabolism in fish, producing a lipogenic effect induced by OEA 
and PEA, as well as a reduction of lipolytic potential only by OEA. In addition, the 
gluconeogenic potential is reduced and the glycogenolytic one is increased by both 
NAEs. These effects could be mediated by the increase in bmal1a expression induced by 
both NAEs in the liver. 
5. It has been proven that the hypothalamus behaves like a light-entrainable oscillator 
(LEO), while the liver acts as food-entrainable oscillator (FEO) in goldfish. On the other 
hand, the interrenal gland seems to be more sensitive to the light-dark cycle, suggesting 
that it behaves more like a LEO. 
6. The feeding-dependent daily rhythms of NAEs and their receptor PPARα in 
gastrointestinal tissues of goldfish suggest that these lipid derivatives can signal the 
mealtime, behaving as inputs for FEOs. 
7. The rhythmic expression of rev-erbα is linked to the presence of clock-gene rhythms, 
being controlled by the light-dark cycle in the hypothalamus and by feeding in the liver. 
This confirms that rev-erbα is a clock-controlled gene (CCG) in goldfish. 
Summary 
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8. The existence of daily rhythms in the expression of rev-erbβ, rorα, and pparα only in the 
liver suggests that their rhythmicity is more relevant to hepatic metabolism than to 
other functions. 
9. The mismatch between both zeitgebers light-dark and feeding-fasting cycles affects the 
oscillator of the interrenal gland in a greater magnitude than the hypothalamic and 
hepatic oscillators. All this supports the fact that an alteration of the temporal 
homeostasis is a stressor for fish. 
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1 REGULACIÓN DE LA INGESTA EN PECES 
La ingestión de alimentos es un proceso multifactorial muy complejo en el que 
intervienen una gran cantidad de elementos tanto ambientales como fisiológicos, cuya 
regulación se encuentra muy conservada a lo largo de la evolución, desde peces teleósteos 
hasta mamíferos. Así en todos los vertebrados, tanto el sistema nervioso central (SNC, el 
encéfalo en general pero con el hipotálamo como el principal centro regulador) como una gran 
cantidad de órganos periféricos (tales como el tracto gastrointestinal, el hígado, el páncreas o 
el tejido adiposo) funcionan de forma coordinada para establecer una perfecta regulación de la 
ingesta. Esta regulación se produce gracias a la acción de bucles positivos y negativos que 
actúan en distintas localizaciones y a distintos tiempos (Langhans, 1999), pudiéndose 
diferenciar tres niveles de regulación de la ingesta (Delgado et al., 2017): 
- A corto plazo: intervienen los factores que influyen sobre el tamaño de una sola toma 
de alimentos. 
- A medio plazo: intervienen los factores que operan a lo largo de unos pocos días. 
- A largo plazo: intervienen los factores que reflejan el balance energético del animal a 
lo largo de semanas, meses e incluso años. 
A pesar del alto grado de conservación en la regulación de la ingesta entre los peces y los 
mamíferos, la respuesta específica no es idéntica y en los peces no está perfectamente 
caracterizada la diferenciación de los tres niveles de regulación anteriormente mencionados 
(Soengas et al., 2018). El enorme número de especies de peces que existen, la gran 
heterogeneidad de hábitats en los que viven estos animales, la diversidad de hábitos 
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alimenticios (herbívoros, carnívoros y omnívoros) con las consecuentes modificaciones 
anatómicas y fisiológicas del tracto gastrointestinal, o las duplicaciones del genoma que ha 
sufrido la Clase Actinopterygii a lo largo de la evolución, pueden ser algunos de los factores 
responsables de las características específicas de la regulación de la ingesta en los peces 
(Hoskins y Volkoff, 2012; Soengas et al., 2018). 
A modo de resumen, la Figura 1 muestra los principales factores reguladores de la ingesta 
que podemos agrupar en señales neuroendocrinas involucradas en la regulación homeostática 
y hedónica, factores o información metabólica y señales ambientales o información 
circadiana.  
 
Figura 1. Representación esquemática de la regulación de la ingesta. En la figura se muestran los 
principales elementos involucrados en el control hipotalámico y periférico de la homeostasis 
energética en los peces. AgRP, péptido relacionado con Agouti; CART, tránscrito regulado por 
anfetamina y cocaína; CCK, colecistocinina; CRF, factor de liberación de corticotropina; MCH, 
hormona concentradora de melanina; POMC, proopiomelanocortina; NPY, neuropéptido Y. 
Modificada de Delgado et al. (2017). 
1.1 Regulación homeostática 
El control homeostático del apetito es un proceso de vital importancia para los 
organismos ya que posibilita el correcto mantenimiento de los depósitos de energía en el 
cuerpo de los animales. En todos los vertebrados, incluidos los peces, esta regulación 
homeostática de la ingesta está regida por la integración de una serie de factores tanto 
centrales como periféricos que se pueden clasificar en orexigénicos (estimulan la ingesta) y 
anorexigénicos o anoréticos (inhiben la ingesta), y que para su estudio podemos clasificar 
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como señales hipotalámicas y gastrointestinales, en función de sus principales sitios de acción 
(Volkoff 2016; Delgado et al. 2017; Rønnestad et al. 2017; Soengas et al. 2018). A continuación 
se describe brevemente la información de algunas de las señales neuroendocrinas más 
importantes involucradas en la regulación homeostática de la ingesta en los teleósteos. 
1.1.1 Señales hipotalámicas 
El hipotálamo es la principal región cerebral responsable de la regulación de la ingesta 
tanto en peces como en mamíferos (Delgado et al., 2017; Soengas et al., 2018). Esta región se 
encuentra en la parte ventral del encéfalo y está compuesta por una intrincada red de circuitos 
orexigénicos y anorexigénicos, gracias a los cuales se integran todas las señales procedentes 
tanto de otras regiones cerebrales como de la periferia. En el hipotálamo de los peces 
destacan el área dorsal del núcleo periventricular (NPeVd) y el hipotálamo lateral (HTL), 
regiones que equivalen al núcleo arqueado de los mamíferos (Jeong et al., 2018). 
El neuropéptido Y (NPY) es un neuropéptido de 36 aminoácidos (aa) que presenta una 
amplia distribución por todo el SNC, siendo uno de los más abundantes en el cerebro, y 
también en tejidos periféricos como el tracto gastrointestinal (Cerdá-Reverter y Larhammar, 
2000; Narnaware y Peter, 2002; Kehoe y Volkoff, 2007; MacDonald y Volkoff, 2009a, b; 
Matsuda et al., 2012). El principal sitio de liberación de NPY es en una población de neuronas 
localizadas en el NPeVd y el HTL (Cerdá-Reverter y Peter, 2003; Opazo et al., 2019). Es uno de 
los neuropéptidos con mayor grado de conservación a lo largo de la filogenia de los 
vertebrados (Blomqvist et al., 1992) y se considera la señal orexigénica más potente (López-
Patiño et al., 1999; Matsuda et al., 2012; Bertucci et al., 2019). Una inyección 
intracerebroventricular (ICV) causa una marcada estimulación de la ingesta (López-Patiño et al. 
1999; Narnaware et al. 2000; Silverstein y Plisetskaya 2000), efecto que parece ser mediado 
por receptores específicos Y1 (López-Patiño et al., 1999; de Pedro et al., 2000). Además, sus 
niveles cerebrales presentan variaciones periprandiales (Narnaware et al., 2000; Vera et al., 
2007), con incrementos en condiciones de ayuno (Narnaware et al., 2000; Narnaware y Peter, 
2001). Las acciones orexigénicas del NPY parecen estar relacionadas con la modulación de 
otros reguladores del apetito (Volkoff et al., 2009), como por ejemplo los orexigénicos orexina, 
hormona concentradora de melanina (MCH), galanina y ghrelina (Volkoff y Peter, 2000; Miura 
et al., 2006; Matsuda et al., 2007) o los anoréticos factor liberador de corticotropina (CRF), 
tránscrito inducido por la cocaína y la anfetamina (CART) y leptina (Volkoff y Peter, 2000; 
Volkoff et al., 2003; Bernier et al., 2004). 
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El péptido relacionado con Agouti (AgRP) es un neuropéptido de 109 aa que se produce 
en el SCN en la población de neuronas que coexpresan NPY dentro de los núcleos 
hipotalámicos NPeVd y HTL (Cerdá-Reverter y Peter, 2003; Opazo et al., 2019). Al igual que el 
NPY, este neuropéptido posee un papel orexigénico en los peces, que funciona como un 
antagonista endógeno de los receptores de melanocortinas MC4R, activados por la hormona 
estimulante de melanocitos (α-MSH; Zhang et al. 2012; Sohn 2015; Dalmolin et al. 2015; 
Bertucci et al. 2019). 
Las orexinas (OX) A y B (también llamadas hipocretinas 1 y 2) son péptidos de 33 y 28 aa, 
generados a partir de la proteólisis de un único precursor denominado prepro-orexina (pOX). 
Presentan una amplia distribución por todo el organismo, aunque los mayores niveles se 
localizan en el hipotálamo (Kaslin et al., 2004; Xu y Volkoff, 2007; Yan et al., 2011). Presentan 
un papel orexigénico, demostrado por la estimulación de la ingesta que se observa tras un 
tratamiento ICV con cualquiera de las dos OX (Volkoff et al., 1999; Nakamachi et al., 2006; 
Yokobori et al., 2011), así como por un aumento en los niveles de expresión de pOX tras un 
protocolo de ayuno en el cerebro del carpín (Carassius auratus; Nakamachi et al., 2006; Abbott 
y Volkoff, 2011) y del pez ciego mexicano de las cuevas (Astyanax fasciatus mexicanus; Wall y 
Volkoff 2013). Al igual que los anteriores neuropéptidos, las OX parecen ejercer su efecto 
orexigénico mediante la interacción con otros reguladores del apetito, tales como el NPY, la 
ghrelina, la leptina o la hormona liberadora de tirotropina (Volkoff et al., 2003; Miura et al., 
2007; Abbott y Volkoff, 2011; Yan et al., 2011; Nisembaum et al., 2014). 
El sistema de las melanocortinas está formado por un conjunto de péptidos que derivan 
de un precursor común que es la proopiomelanocortina (POMC), el cual posee 194 aa y sufre 
modificaciones postraduccionales específicas de tejido, pudiendo rendir distintas formas de la 
MSH (α-, β- y γ-MSH), hormona adrenocorticotropa (ACTH) y otros péptidos como el péptido 
opioide β-endorfina (Cerdá-Reverter et al., 2003; Metz et al., 2006; Sobrino Crespo et al., 2014; 
Volkoff, 2016). Una de las poblaciones neuronales más importantes productoras de POMC se 
encuentra en los núcleos hipotalámicos NPeVd y HTL, que además coexpresan CART. Todo el 
sistema de las melanocortinas se postula como un conjunto de señales anoréticas debido a 
que tratamientos ICV con α-MSH o con el agonista de sus receptores MC4R genera una 
inhibición de la ingesta en el carpín (Cerdá-Reverter et al., 2003) y en la trucha arcoíris 
(Oncorhynchus mykiss; Schjolden et al. 2009). Además, los niveles de expresión de POMC 
aumentaron inmediatamente después de la ingesta en el diencéfalo del medaka (Oryzias 
latipes; Chisada et al. 2014) y el hipotálamo de la trucha arcoíris (Gong y Björnsson, 2014). 
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El tránscrito regulado por cocaína y anfetamina (CART) es un neuropéptido que se 
distribuye por todo el organismo, aunque su mayor expresión se colocaliza con la POMC en las 
neuronas hipotalámicas del NPeVd y HTL. En los peces teleósteos presenta una cantidad de 
isoformas muy variable dependiendo de la especie, habiéndose identificado dos tránscritos 
(CART I, de 117 aa; CART II, de 120 aa) en el carpín (Volkoff, 2016; Bertucci et al., 2019). Es un 
neuropéptido anorético que provoca una marcada reducción de la ingesta tras su 
administración ICV en el carpín (Volkoff, 2016); mientras que sus niveles hipotalámicos 
disminuyen en situaciones de ayuno y aumentan tras la ingestión de alimentos en distintas 
especies de teleósteos (Volkoff, 2016; Zhou et al., 2019). El posible mecanismo que subyace a 
este efecto anorético es a través de un efecto sinérgico con la leptina y de un efecto 
antagónico sobre el NPY y la OX-A (Volkoff y Peter, 2000). 
Además de las señales neuroendocrinas descritas anteriormente, existen otras muchas 
que también intervienen en la regulación central de la ingesta en los peces. Así, entre las 
orexigénicas destacan la MCH, la galanina y la apelina. Por su parte, entre las anoréticas cabría 
señalar al CRF, nesfatina-1, al péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), al 
polipéptido activador de la adenilato ciclasa (PACAP) y a la urotensina I (de Pedro et al., 1998b; 
Bernier y Peter, 2001; Volkoff et al., 2009; Kerbel y Unniappan, 2012; Volkoff, 2016; Bertucci et 
al., 2019). 
1.1.2 Señales gastrointestinales 
La regulación de la ingesta implica también la acción de señales periféricas procedentes 
tanto del tracto digestivo como de otros órganos, como el hígado, el páncreas o el tejido 
adiposo (Woods, 2004; Cummings y Overduin, 2007; Sam et al., 2012). Dentro de estas señales 
se pueden hacer dos grandes divisiones según el marco de acción que presenten, de tal forma 
que se dividen en señales periféricas a corto plazo y a largo plazo. 
a) Señales periféricas a corto plazo 
El principal órgano periférico que secreta una gran cantidad de señales que intervienen en 
la regulación de la ingesta a corto plazo es el tracto gastrointestinal, el cual es considerado 
uno de los mayores órganos endocrinos (Capasso y Izzo, 2008), produciendo señales tanto 
orexigénicas (ghrelina) como anoréticas (colecistocinina, bombesina, péptido liberador de 
gastrina, amilina, péptido YY o péptido similar al glucagón tipo 1), describiendo a continuación 
algunas de las que actualmente se dispone de más información en los peces. 
La ghrelina (GHR) destaca por ser el único péptido gastrointestinal que presenta 
propiedades orexigénicas potentes tanto en peces (Kaiya et al., 2008; Kang et al., 2011; 
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Jönsson, 2013) como en mamíferos (Cummings, 2006; De Vriese y Delporte, 2008; Castañeda 
et al., 2010). Esta hormona presenta una enorme variabilidad estructural dependiendo de las 
especies, teniendo una longitud de 12-25 aa en los peces (Bertucci et al., 2019; Kitazawa y 
Kaiya, 2019), con una secuencia bastante conservada a lo largo de la filogenia (Kaiya et al., 
2008). Esta hormona se produce principalmente en el estómago o en el bulbo intestinal (en 
aquellos peces teleósteos que carecen de un estómago definido) y presenta variaciones 
periprandiales con mayores niveles previos al momento de la ingesta y una reducción posterior 
tanto de la hormona a nivel plasmático como de su tránscrito en el bulbo intestinal del carpín 
(Blanco et al., 2016). Los mecanismos a través los cuales la GHR ejerce su papel orexigénico 
parecen implicar la activación del NPY hipotalámico, actuando a través de las vías aferentes 
sensoriales primarias del nervio vago que conectan con los centros de alimentación en el 
cerebro (Matsuda et al., 2006; Miura et al., 2006). 
La colecistocinina (CCK) es una hormona anorética que se libera como su precursor 
(preproCCK) de 123 aa en el carpín y que contiene la secuencia octapeptídica (CCK-8S) 
bioactiva cercana al extremo C-terminal, la cual se encuentra altamente conservada a lo largo 
de la filogenia (Rønnestad et al., 2017). La administración tanto central como periférica del 
CCK-8S provoca una reducción de la ingesta tanto en el carpín (Himick y Peter, 1994b) como en 
el pez gato americano (Ictalurus punctatus; Silverstein y Plisetskaya 2000). Sus niveles de 
expresión se ven modificados con los ciclos ayuno-alimentación, de tal forma que se reducen 
tanto en el cerebro como en el intestino después de un protocolo de ayuno (Murashita et al., 
2006; Ji et al., 2015), mientras que aumentan en el intestino en respuesta a la alimentación. Su 
papel anorético parece estar mediado en parte por la inhibición del vaciado gástrico (Tinoco et 
al., 2015), así como también por la sinergia con señales de adiposidad a largo plazo como la 
leptina o la insulina (Volkoff et al., 2003; Morton et al., 2006). 
La bombesina (BBS) y el péptido liberador de gastrina (GRP) son péptidos homólogos 
liberados fundamentalmente desde el tracto gastrointestinal que presentan funciones 
anoréticas en diferentes especies de peces (Himick y Peter, 1994a; Xu y Volkoff, 2009; White 
et al., 2016; Rønnestad et al., 2017). Además, los niveles de expresión de grp en el tracto 
gastrointestinal disminuyen con el ayuno tanto en el bacalao del Atlántico (Gadus morhua; Xu 
y Volkoff 2009) como en el pez cebra (Danio rerio; Koven y Schulte 2012), aumentando tras la 
realimentación. Según Canosa y colaboradores (2005), la acción anorética de estos péptidos se 
lleva a cabo a través de la reducción en la expresión intestinal de la ghr. 
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b) Señales periféricas a largo plazo 
La leptina es una hormona secretada principalmente por el hígado en los peces que 
presenta múltiples formas, siendo la principal forma la leptina A, y probablemente la implicada 
en la regulación de la ingesta (Gorissen y Flik, 2014; Londraville et al., 2014). En los peces, se 
ha observado tanto un aumento postprandial en los niveles de expresión de leptina en el 
hígado, el intestino y el cerebro tras la ingesta, así como un efecto anorético tras su 
administración en diversas especies de teleósteos (Volkoff, 2016), sugiriendo un posible papel 
de esta hormona como señal de saciedad a corto plazo. Dicha acción anorética parece estar 
mediada por otros reguladores de la ingesta, como NPY/AgRP y POMC/CART, de manera 
similar a como ocurre en los mamíferos (van de Pol et al., 2017). Sin embargo, en los peces no 
está tan claro su conocido papel lipostático demostrado en los mamíferos, encontrando 
resultados contradictorios al respecto (Gorissen y Flik, 2014; Soengas et al., 2018). En este 
sentido, hay que tener en cuenta que más allá de la señalización del estado nutricional, la 
leptina en los peces parece presentar un papel fisiológico más amplio (van de Pol et al., 2017). 
La insulina es una hormona secretada principalmente por las células β pancreáticas cuyo 
papel como señal adipostática a largo plazo no está tampoco claro en los peces (van de Pol et 
al., 2017). Su papel en la periferia como hormona anabólica es más evidente, existiendo una 
mayor controversia en las funciones de la insulina a nivel central. Por ejemplo, algunos autores 
han encontrado un efecto anorético tras la administración ICV de insulina en trucha arcoíris 
(Soengas y Aldegunde, 2004), mientras que en otros estudios no se han encontrado 
modificaciones significativas de la ingesta en el pez gato americano (Silverstein y Plisetskaya, 
2000). 
1.2 Regulación hedónica 
La regulación neuroendocrina hedónica o también denominada motivacional está basada 
en los sistemas de recompensa cerebrales que se activan fundamentalmente en respuesta a la 
ingestión de alimentos con una alta palatabilidad, los cuales ejercen una sensación de placer y 
recompensa. Aunque en los mamíferos se han involucrado al sistema opioide endógeno, al 
sistema endocannabinoide, así como al sistema dopaminérgico mesolímbico como 
componentes de la regulación hedónica de la ingesta (Nogueiras et al., 2012; Lau et al., 2017), 
en los peces estos aspectos se encuentran muy poco estudiados. 
Los péptidos opioides, como las endorfinas, están implicados en la regulación de la 
ingesta en el carpín, desarrollando una acción orexigénica, como en mamíferos, ya que se ha 
demostrado que la administración ICV de β-endorfina incrementa la ingesta a tiempos cortos, 
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efecto que es revertido tanto por el antagonista general naloxona como por el antagonista de 
los receptores opioidérgicos µ (de Pedro et al., 1995, 1996). En relación al sistema 
endocannabinoide, en los peces solamente se conoce el papel orexigénico de la anandamida 
(AEA) tras su administración oral en la dorada (Sparus aurata; Piccinetti et al. 2010) o tras su 
administración IP en el carpín (Valenti et al., 2005). Los pocos estudios que hay en peces 
sugieren que el sistema mesolímbico dopaminérgico puede estar involucrado en la regulación 
motivacional de la alimentación. En concreto, se ha demostrado que una administración oral 
de L-DOPA inhibe la ingesta en la lubina (Dicentrarchus labrax; Leal et al. 2013), al igual que la 
administración ICV de agonistas de los receptores dopaminérgicos también inhiben la ingesta 
en el carpín (de Pedro et al., 1998a); resultados que concuerdan con los efectos hipotalámicos 
de la señalización dopaminérgica en el pez cebra (Yamamoto et al., 2011). 
1.3 Regulación metabólica 
La ingestión de alimentos va a provocar variaciones en los niveles de los nutrientes, de tal 
forma que se activan quimiorreceptores en la parte proximal del tracto gastrointestinal, 
produciendo señales que viajan a través de fibras aferentes del nervio vago hasta distintas 
regiones del cerebro, donde se integran para provocar la inhibición de la ingesta (Soengas, 
2014). Por otro lado, los nutrientes que llegan al hígado a través del sistema porta-hepático 
también van a desencadenar señales aferentes a través de las mismas fibras nerviosas. De esta 
forma, los peces son capaces de regular la cantidad de comida ingerida gracias a la información 
de los niveles de glucosa, aminoácidos y ácidos grasos, que es detectada a través de los 
denominados sistemas sensores del cerebro, principalmente en el hipotálamo (Soengas et al., 
2018). 
Teniendo en cuenta que los lípidos son una fuente importante de energía en los peces 
(Tocher, 2003; Polakof et al., 2010), es fácil imaginar que tanto los sistemas sensores de ácidos 
grasos como el metabolismo lipídico van a desarrollar un importante papel en la regulación de 
la homeostasis energética. Por un lado, se ha demostrado una reducción de la ingesta tras una 
alimentación con dietas ricas en lípidos, en peces con altos niveles plasmáticos de ácidos 
grasos o con grandes acúmulos de lípidos, así como tras tratamientos con ácido oleico u 
octanoleico (Soengas et al., 2018). Los principales mecanismos hipotalámicos sensores de 
ácidos grasos conocidos en los mamíferos también parecen estar presentes en los peces, con 
algunas particularidades (Soengas et al., 2018). Así, un incremento de los niveles plasmáticos 
de ácidos grasos (tanto de cadena larga como media en los peces) produce a nivel 
hipotalámico un aumento de los niveles de la enzima malonil-Coenzima A, inhibiendo la 
enzima carnitina palmitoiltransferasa tipo 1 (CPT-1), encargada de introducir los ácidos grasos 
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a la mitocondria para su oxidación. Además, también se ha descrito un incremento en la 
capacidad del traslocador de ácidos grasos FAT/CD36 y un descenso en la expresión de las 
enzimas ATP-citrato liasa (ACLY) y citrato sintasa. 
A pesar de que el metabolismo de la glucosa en los peces es más limitado que en los 
mamíferos, parece que los mecanismos glucosensores también operan de manera 
comparable. Así, una alimentación con dietas ricas en carbohidratos o unas condiciones 
hiperglucemiantes provocan una reducción de la ingesta, y viceversa (Soengas et al., 2018). En 
los últimos años, diversos estudios en peces han apoyado la presencia en el hipotálamo de los 
principales mecanismos glucosensores conocidos en los mamíferos. Uno de estos mecanismos 
es el mediado por la enzima glucoquinasa (GK; Conde-Sieira y Soengas 2017), por la cual la 
glucosa introducida en la neurona hipotalámica es fosforilada por la GK y posteriormente 
metabolizada en la glucolisis incrementándose la cantidad de ATP intracelular. Este aumento 
de la ratio ATP/ADP induce cambios en los canales de K+ regulados por ATP (K+ATP), lo que 
provoca una despolarización de la membrana y la consecuente entrada de Ca2+ al interior 
celular. Otros mecanismos glucosensores presentes en los peces están relacionados con el 
receptor X hepático (LXR) y los receptores del gusto para el sabor dulce (Otero-Rodiño et al., 
2015, 2016; Balasubramanian et al., 2016). 
Por último, los mecanismos sensores de aminoácidos son los más inexplorados tanto en 
mamíferos como en peces. Aun así, en los últimos años se han desarrollado diferentes estudios 
en los que se ha visto que dietas con altos niveles de aa o proteínas inhiben la ingesta, y 
viceversa (Soengas et al., 2018). Además, Comesaña y colaboradores (2018) han determinado 
que inyecciones ICV del aa leucina reducen la ingesta en la trucha arcoíris, lo que parece estar 
asociado con la presencia de sistemas sensores de aminoácidos en el hipotálamo. 
Tal y como se ha indicado anteriormente, tanto el metabolismo de lípidos como de 
glúcidos son muy importantes para el mantenimiento de la homeostasis energética en los 
peces. En la Figura 2 se muestran las principales rutas implicadas en el metabolismo de la 
glucosa y de los lípidos en los peces teleósteos, en donde se remarcan las principales enzimas 
implicadas. 
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Figura 2. Principales rutas metabólicas de glúcidos y lípidos. ACLY, ATP citrato liasa; CPT-1, carnitina 
palmitoiltransferasa tipo 1; FAS, ácido graso sintasa; FAT/CD36, translocasa de ácidos grasos 
acoplada al clúster de diferenciación 36; FATP, proteína transportadora de ácidos grasos; FBPasa, 
fructosa-1,6-bifosfatasa; G6Pasa, glucosa-6 fosfatasa; G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; GK, 
glucoquinasa; GLUT2, transportador bidireccional de glucosa; GPasa, glucógeno fosforilasa; GS, 
glucógeno sintasa; HK, hexoquinasa; HOAD, L-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; LCFA-CoA, ácidos 
grasos de cadena larga unidos a Coenzima A; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; PFK, 
fosfofructoquinasa; PK, piruvato quinasa; SGLT-1, traslocador acoplado sodio-glucosa. 
 
2 N–ACILETANOLAMINAS 
2.1 Estructura de los ligandos 
Las N–aciletanolaminas (NAEs), también llamadas amidas de ácidos grasos o 
aciletanolamidas, son una familia de moléculas endógenas de naturaleza lipídica que se 
encuentran presentes en todos los seres vivos, desde animales, plantas e incluso células 
procariotas (Hansen y Diep, 2009; Hansen y Vana, 2018). Estos derivados lipídicos se 
encuentran formados por la unión, mediante un enlace de tipo amida, de un ácido graso y una 
etanolamina. Dependiendo del tipo de ácido graso que intervenga en la formación de la NAE, 
esta tomará el nombre determinado por dicho lípido. De esta manera, se pueden diferenciar 
una gran cantidad de NAEs, algunas de las cuales se muestran en la Figura 3. 
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Figura 3. Estructura de diferentes NAEs, indicando el ácido graso que interviene en la formación de 
cada una de ellas y la longitud de la cadena (número de carbonos) y la saturación de la molécula 
(número de dobles enlaces que se forman). 
En los siguientes apartados nos centraremos fundamentalmente en la OEA, la PEA y la 
SEA, debido a que son las NAEs objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral. 
2.2 Síntesis, distribución y degradación 
La biosíntesis celular de las NAEs se realiza mediante un proceso que se denomina “a 
demanda”, estando los niveles endógenos de estas moléculas regulados principalmente por las 
propias enzimas de síntesis y degradación. En los mamíferos, se ha descrito ampliamente el 
proceso de síntesis de las NAEs (Okamoto et al., 2004; Borrelli e Izzo, 2009; Tsuboi et al., 2013; 
Ueda et al., 2013; Rahman et al., 2014; Inoue et al., 2017), existiendo cuatro rutas compuestas 
por dos grandes pasos, el primero de los cuales es común a todas ellas (Figura 4). Así, en 
primer lugar se produce la formación del precursor específico de cada una de las NAEs 
denominado N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE, del inglés N-acylphosphatidylethanolamines) a 
partir de dos compuestos localizados en las membranas celulares que son las 
fosfatidiletanolaminas (PE, del inglés phosphatidylethanolamines) y los glicerofosfolípidos 
(GPL, del inglés glycerophospholipids), los cuales contienen a los ácidos grasos 
correspondientes, gracias a la acción de la enzima N-aciltransferasa (NAT) en un proceso 
dependiente de Ca2+. Posteriormente, la conversión de NAPE a NAE se puede producir por 
cuatro vías distintas. La llamada vía clásica se ha considerado la predominante y la más directa, 
teniendo lugar simplemente mediante la hidrólisis de cada NAPE liberándose su respectiva 
NAE, reacción catalizada por una enzima fosfolipasa D (PLD, del inglés phospholipase D) 
específica para las NAPEs que se encuentra unida a la membrana y se denomina NAPE–PLD. 
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Una segunda ruta se lleva a cabo mediante una reacción doble en cadena formándose en 
primer lugar una lisoNAPE principalmente por la acción de la enzima fosfolipasa secretora A2 
(sPLA2, del inglés secretory phospholipase A2) y a continuación entra en acción una PLD 
específica del sustrato denominada lisoPLD. En tercer lugar, y como alternativa a la opción 
anterior, se encuentra una reacción triple en cadena mediante la cual a partir de la NAPE se 
forma la lisoNAPE por la acción de la PLA2 o de la α/β hidrolasa 4 (ABH4), posteriormente se 
Figura 4. Biosíntesis de las N-aciletanolaminas. Representación esquemática de las cuatro posibles 
rutas de formación de NAEs a partir de fosfatidiletanolaminas (PtdEt) y glicerofosfolípidos de la 
membrana (PtdCho, fosfatidilcolina). ABH4, α/β hidrolasa 4; DAG, diacilglicerol; GDE, 
glicerofosfodiesterasa; GP-NAE, sn-glicerol-3-fosfato-NAE; LPA, ácido lisofosfatídico; NAPE, N-
acilfosfatidiletanolamina; NAT, N-aciltransferasa; PA, ácido fosfatídico; PLC, fosfolipasa C; PLD, 
fosfolipasa D; PTPN22, proteína tirosina fosfatasa intracelular N22; SHIP1, inositol-5-fosfatasa; sPLA2, 
fosfolipasa secretora A2. Modificada de Rahman et al. (2014). 
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genera sn–glicero–3–fosfo–NAE (GP–NAE) por acción de la enzima ABH4 nuevamente y, por 
último, las enzimas glicerofosfodiesterasas (GDE, del inglés glycerophosphodiesterase) 1, 4 ó 7 
transforman la GP–NAE en la correspondiente NAE libre. La cuarta vía se corresponde con una 
reacción doble por la cual mediante la fosfolipasa C (PLC, del inglés phospholipase C) la NAPE 
se convierte en NAE fosfato para que posteriormente se transforme en la correspondiente NAE 
mediante la acción de diferentes enzimas fosfatasas. 
En los mamíferos, las NAEs presentan una amplia distribución, variando sus niveles 
dependiendo de los tejidos y las especies (Kleberg et al., 2014). Así, se han descrito cantidades 
detectables de OEA, PEA, SEA, LEA y AEA, entre otras NAEs, en todo el tracto gastrointestinal 
(glándulas salivares, estómago, duodeno, yeyuno, íleon y colon), tejido adiposo, hígado, riñón, 
páncreas, bazo, pulmón, músculo, tejido adiposo, corazón y testículos. Además de encontrarse 
periféricamente, en el cerebro se localizan en el tálamo, hipotálamo, corteza cerebral o córtex, 
estriado, hipocampo, cerebelo y tronco encefálico. Incluso, se han detectado niveles de OEA y 
PEA tanto en el plasma como en el líquido cerebroespinal, aunque estos niveles circulantes son 
mucho más bajos que en los tejidos (Fu et al., 2007; Hansen, 2013; Kleberg et al., 2014; Bowen 
et al., 2017). Cuantitativamente, en la mayoría de los tejidos de rata y ratón, las NAEs con los 
niveles más altos son OEA, PEA y SEA, a excepción del yeyuno en el que la NAE más abundante 
es la LEA (Artmann et al., 2008; Hansen, 2013; Kleberg et al., 2014; Rahman et al., 2014; Tsuboi 
et al., 2018). En cuanto a los vertebrados no mamíferos, solamente se han estudiado los 
niveles de NAEs en tres especies: el reptil pitón de Birmania (Python molurus) y los peces cebra 
y carpín. En la pitón de Birmania, se detectaron niveles de OEA, PEA y LEA en el estómago, el 
intestino anterior (máximas cantidades) y el colon, con una distribución parecida a la descrita 
en los mamíferos, siendo OEA y PEA las más representativas. En los peces teleósteos 
estudiados, ambos de la familia Cyprinidae, se han reportado cantidades de OEA y PEA en 
cerebro, hígado y gónadas del pez cebra (Martella et al., 2016; Forner-Piquer et al., 2018), y de 
OEA en hipotálamo, telencéfalo, cerebelo, tronco encefálico, bulbo intestinal, intestino 
anterior, hígado y músculo del carpín (Tinoco et al., 2014a). 
Los niveles tisulares de NAEs se encuentran principalmente regulados por el estado 
nutricional del animal. Así, los niveles intestinales de OEA descienden debido a protocolos de 
ayuno y se restablecen tras la realimentación en mamíferos (Rodríguez de Fonseca et al., 2001; 
Piomelli, 2013), reptiles (Astarita et al., 2006) y peces (Tinoco et al., 2014a). Cabe destacar la 
rapidez con la que ocurre todo este proceso (10-30 min, dependiendo de las especies), lo que 
hace considerar a la OEA como una señal rápida de saciedad. En los mamíferos y los reptiles se 
sabe que la principal movilización de la OEA en el intestino viene determinada por la 
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incorporación del ácido oleico de la dieta a los enterocitos, lo que provoca una estimulación de 
la NAPE-PLD y una inhibición de la FAAH (enzima de degradación), favoreciéndose la 
producción de OEA (Fu et al., 2007; Piomelli, 2013). En los peces este mecanismo podría ser 
muy parecido, ya que administraciones tanto centrales como periféricas del ácido oleico 
tienen un efecto anorético en la trucha arcoíris, a través de mecanismos relaciones con el 
metabolismo lipídico probablemente mediados por los sistemas sensores de ácidos grasos 
(Librán-Pérez et al., 2012, 2014). De las otras dos NAEs principales, PEA y SEA, se han descrito 
diferentes resultados. Así, según Petersen y colaboradores (2006) la movilización de PEA 
generada tras la alimentación se produce de forma similar a la de OEA en el intestino de rata, 
sin existir modificaciones en los niveles de SEA. En cambio, Fu et al. (2007) no encontraron 
ningún cambio en los niveles de PEA y SEA en el duodeno y el yeyuno de rata después de un 
protocolo de ayuno. 
La degradación o catabolismo de las NAEs ocurre gracias a una hidrolisis enzimática por la 
cual se producen el ácido graso libre correspondiente y una etanolamina. Este proceso se 
puede llevar a cabo por dos enzimas distintas, cada una de las cuales presenta distinta afinidad 
por las diferentes NAEs. Así, la principal enzima de degradación es la denominada 
amidohidrolasa de ácidos grasos (FAAH, del inglés fatty acid amide hydrolase), localizada en las 
membranas del retículo endoplásmico y de la mitocondria. Su mayor actividad enzimática se 
encuentra en el hígado, el intestino delgado y el cerebro (Hansen, 2010; Ueda et al., 2013; 
Kleberg et al., 2014). En humanos y otros mamíferos placentarios se describió otra isoforma de 
esta enzima a la que denominaron FAAH-2, pasándose a llamar la primera FAAH-1 (Wei et al., 
2006; Piomelli, 2013). Esta segunda isoforma también realiza el catabolismo de las NAEs, 
preferiblemente de la OEA (Bowen et al., 2017). La ruta catabólica alternativa de las NAEs se 
realiza a través de la denominada amidasa ácida hidrolizante de NAEs (NAAA, del inglés N-
acylethanolamine acid amide hydrolase). Esta enzima hidroliza preferiblemente la PEA, 
presentando una menor afinidad por la OEA y se localiza principalmente en los lisosomas de 
los macrófagos del bazo, el intestino delgado y el timo, teniendo la máxima actividad 
enzimática y expresión génica en los macrófagos alveolares de los pulmones (Ueda et al., 2013; 
Bottemanne et al., 2018). 
Todo el sistema de enzimas de síntesis y degradación descrito en los mamíferos parece 
estar muy conservado en los peces teleósteos. Así, se han descrito genes ortólogos de las 
enzimas de síntesis NAPE-PLD y de degradación principal FAAH-1, así como de las rutas 
alternativas de síntesis Abdh4, lysoPLD y GDE1 en pez cebra (GenBank: NM_200243.1, 
McPartland et al., 2007) y en el salmón del Atlántico (Salmo salar; GenBank: BT072143.1). Por 
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otro lado, de algunos de los genes se han generado parálogos debido a los fenómenos de 
duplicación genómica experimentada en los teleósteos a lo largo de la evolución. Tal es el caso 
de la enzima de degradación FAAH-2 existiendo en el pez cebra FAAH-2a y FAAH-2b. Sin 
embargo, parece ser que la enzima de degradación NAAA se ha perdido en el pez cebra 
(McPartland et al., 2007), no existiendo datos en otros peces hasta el momento. 
2.3 Receptores 
En los mamíferos se han descrito diferentes tipos de receptores a los cuales se unen las 
N–aciletanolaminas con mayor o menor afinidad (Tabla 1). 
Tabla 1. Principales receptores diana de las NAEs. 
Receptores diana NAEs 
PPARα OEA, PEA, SEA 
PPARβ/δ ¿OEA? 
GPR119 OEA, PEA 
GPR55 OEA, PEA 
TRPV1 OEA, PEA, SEA 
Canales iónicos de 
Na+, K+, Ca2+ 
¿OEA, PEA y SEA? 
Para el significado de las abreviaturas véase el texto. 
De entre todos ellos destacan los receptores activados por proliferadores de 
peroxisomas (PPARs, del inglés peroxisome proliferator-activated receptors), dentro de los 
cuales existen tres subtipos: PPARα, PPARγ y 
PPARβ/δ (Figura 5). El receptor principal al cual 
se van a unir las NAEs es PPARα, con una alta 
afinidad tanto por la OEA como la PEA. La 
activación de este receptor provoca su conexión 
con el receptor de retinoide X formando un 
heterodímero que se une a los sitios de 
respuesta a PPAR (PPRE, del inglés PPAR 
response elements), situados en los promotores 
de sus genes diana en el ADN, para regular su 
transcripción (Bowen et al., 2017). Estudios in 
vitro han demostrado que la OEA también puede activar PPARβ/δ, pero no PPARγ. No 
obstante, estudios in vivo con agonistas para cada isoforma de PPAR demostraron que los 
Figura 5. Estructura tridimensional de los 
tres subtipos de PPAR. 
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efectos sobre la regulación de la ingesta que ejerce la OEA cuando activa PPARα solamente se 
replican con los propios agonistas de este receptor (Wy-14643 y GW7647), mientras que los 
agonistas de las otras dos isoformas (GW501516 y ciglitazona, respectivamente) no alteraron 
la ingesta (Fu et al., 2003; Bowen et al., 2017; Hansen y Vana, 2018). 
Las NAEs también pueden activar otros tipos de receptores como son los receptores 
huérfanos acoplados a proteínas G (GPRs, del inglés G-protein-coupled receptors; Figuras 6a y 
6b) y el receptor de potencial transitorio activado 
por vanilloides tipo 1 (TRPV1, del inglés transient 
receptor potential cation channel subfamily V 
member 1; Figura 6c). Dentro de los GPRs, tanto el 
GPR119 como el GPR55 se activan por OEA y por 
PEA. La distribución del GPR119 es principalmente 
en el páncreas y en células intestinales, mientras 
que el GPR55 presenta sus mayores niveles de 
expresión en las glándulas adrenales y el tracto 
gastrointestinal, con una menor representación en 
el SNC (Ryberg et al. 2007; Godlewski et al. 2009; 
Lauffer et al. 2009; Hansen 2010; Kleberg et al. 
2014). Por su parte, el TRPV1 es un receptor 
sensible a la capsaicina que se encuentra 
principalmente localizado en las neuronas 
aferentes sensoriales del nervio vago, pudiendo ser 
activado por las distintas NAEs (Bowen et al., 2017). Por último, también se ha descrito la 
activación de distintos canales de iones (como canales de sodio, de potasio o de calcio) por 
parte de las NAEs (Kleberg et al., 2014; Hansen y Vana, 2018). 
En cuanto a los peces, se ha descrito la presencia de las tres isoformas de los PPARs en 
diferentes especies de teleósteos, con una distribución tisular muy similar a la presente en los 
mamíferos (Mimeault et al., 2006; Zheng et al., 2013; Carmona-Antoñanzas et al., 2014; Den 
Broeder et al., 2015; Houston et al., 2017). Por su parte, aunque se ha demostrado la presencia 
de los otros tres receptores descritos en los mamíferos (GPR119, GPR55 y TRPV1; Fredriksson 
et al. 2003; Zimov y Yazulla 2004; McPartland et al. 2007; Gau et al. 2013; Krug et al. 2018), las 
posibles implicaciones de estos receptores mediando las acciones de las NAEs están aún por 
dilucidar en los peces. 
Figura 6. Estructura tridimensional de 
los dos subtipos de GPR (a y b) y de 
TRPV1 (c). 
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Figura 7. Mecanismo de transmisión de la señal de las NAEs. AMTs, transportadores específicos de 
aciletanolamidas; FAAH, amidohidrolasa de ácidos grasos; FABP, proteínas de unión a ácidos grasos; 
FAT/CD36, translocasa de ácidos grasos acoplada al clúster de diferenciación 36; GDP-αβγ, 
subunidades de la proteína G acopladas a guanosín difosfato; GPL, glicerofosfolípidos; GPRs, 
receptores huérfanos acoplados a proteínas G; NAPE-PLD, fosfolipasa D específica de NAPEs; NAPEs, 
N-acilfosfatidiletanolaminas; NAT, N-aciltransferasa; PE, fosfatidiletanolaminas; PPAR, receptores 
activados por proliferadores de peroxisomas; PPRE, elementos de respuesta a PPAR; TRPV1, receptor 
de potencial transitorio activado por vanilloides tipo 1. 
 
2.4 Actividad biológica 
Las NAEs presentan una gran actividad biológica en los animales debido a la unión y 
activación de los distintos receptores descritos anteriormente (Figura 7), siendo importantes 
reguladores periféricos de la homeostasis energética en los vertebrados (Hansen y Vana, 
2018). De entre todas las NAEs, la más ampliamente estudiada ha sido la OEA, confirmándose 
un efecto anorético tras su administración tanto IP como oral en los mamíferos (Piomelli, 
2013; Brown et al., 2017; Hansen y Vana, 2018). Los mecanismos subyacentes a esta reducción 
de la ingesta están mediados por el receptor nuclear PPARα y se producen gracias a la 
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activación de aferencias sensoriales situadas en la rama intestinal del nervio vago, las cuales 
viajan hasta el núcleo del tracto solitario (NTS) del tronco encefálico (Rodríguez de Fonseca et 
al., 2001; Fu et al., 2011; Piomelli, 2013). Del NTS, salen fibras nerviosas que llegan a los 
núcleos paraventricular (NPV) y supraóptico del hipotálamo activando a las neuronas 
magnocelulares productoras de oxitocina (Gaetani et al., 2010; Piomelli, 2013; Romano et al., 
2013), así como modulando la actividad monoaminérgica y la expresión génica del 
neuropéptido CART en el NPV (Serrano et al., 2011). Por su parte, la acción de la OEA sobre los 
neuropéptidos gastrointestinales no está del todo clara. Algunos estudios en ratas muestran 
que la OEA provoca una disminución en los niveles plasmáticos de ghrelina y de péptido YY 
(Cani et al., 2004; Serrano et al., 2011), pero en cambio otros indican que la acción anorética 
de la OEA no es mediada por dichos neuropéptidos (Proulx et al., 2005). En relación con los 
peces teleósteos, trabajos recientes de nuestro grupo de investigación han descrito un papel 
de la OEA en la regulación de la ingesta en el carpín de forma similar a la descrita en los 
mamíferos, demostrando una movilización intestinal de la OEA tras la alimentación y un efecto 
anorético tras la administración IP de esta NAE (Tinoco et al., 2014a). Esta reducción de la 
ingesta parece estar mediada por un descenso en la expresión de ghrelina en el bulbo 
intestinal de estos animales, no encontrándose modificaciones en la expresión génica tanto de 
la colecistocinina (CCK) intestinal como de la leptina hepática e hipotalámica, al igual que 
ocurría en los mamíferos (Fu et al., 2005; Proulx et al., 2005). Aunque los estudios sobre el 
papel de las otras NAEs en la regulación de la ingesta son escasos, parece que también 
presentan un papel anorético. En concreto, la SEA reduce la ingesta de forma dosis-
dependiente tras dos horas de su inyección IP o de su administración oral en el ratón 
(Terrazzino et al., 2004). En relación con la PEA, su administración tanto aguda como crónica (5 
semanas) reduce la ingesta en ratas (Rodríguez de Fonseca et al., 2001; Mattace Raso et al., 
2014b). 
Además del efecto anorético descrito anteriormente, la OEA presenta acciones sobre el 
peso corporal y el metabolismo. Así, se ha observado una marcada reducción del peso corporal 
tanto en rata como en ratón tras un tratamiento con OEA crónico (1 semana; Rodríguez de 
Fonseca et al. 2001; 2-5 semanas; Fu et al. 2005; Thabuis et al. 2010, 2011). Esta reducción del 
peso corporal no solamente se atribuye a la reducción en la ingestión de alimento, sino que 
está relacionada con el metabolismo lipídico promoviendo la lipólisis e inhibiendo la 
lipogénesis (LoVerme et al., 2005; Matias et al., 2007; Pavón et al., 2010; Thabuis et al., 2011). 
En cuanto a la acción de las otras dos NAEs sobre el peso corporal, se ha demostrado que un 
tratamiento crónico (5 semanas) con PEA produce una disminución en el peso corporal en un 
Introducción 
35 
modelo de obesidad inducida por ovariectomía en ratas (Mattace Raso et al., 2014b), sin 
existir datos acerca del posible efecto de la SEA sobre el peso corporal. Tal y como se comentó 
previamente, tanto la PEA como la SEA presentan efectos anoréticos, los cuales se ligan con 
modificaciones en el metabolismo lipídico en el mismo sentido que las descritas en relación 
con la OEA. Así, la PEA provoca un aumento de la lipólisis debido a un aumento en los niveles 
de expresión de la enzima CPT-1 en el tejido adiposo (Mattace Raso et al., 2014b), mientras 
que la SEA genera una reducción de la lipogénesis causada por una caída en la expresión 
génica de la enzima estearoil-Coenzima A desaturasa 1 (SCD1, del inglés stearoyl-CoA 
desaturase 1) en el hígado (Terrazzino et al., 2004). 
Otro de los parámetros que se ve afectado por el tratamiento con las NAEs es la actividad 
locomotora. En este sentido, una administración aguda de OEA provoca una reducción en la 
actividad locomotora de las ratas de en torno al 60% (Rodríguez de Fonseca et al., 2001). Esta 
disminución en el movimiento de los roedores parece ser totalmente independiente de la 
acción hipofágica producida paralelamente por esta NAE, ya que el tratamiento con capsaicina 
bloquea específicamente la acción anorética de la OEA sin modificar la locomoción. Datos muy 
similares se observaron en el carpín, en el que un tratamiento agudo de OEA provocó una 
disminución de la actividad natatoria de aproximadamente un 35% (Tinoco et al., 2014a). Por 
su parte, la PEA parece tener efectos distintos dependiendo del modelo experimental 
utilizado. Así, una inyección aguda con esta NAE generó también una disminución en la 
actividad locomotora en ratón similar a la observada con la OEA, marcada por una reducción 
tanto de la distancia total recorrida (descenso ≈ 50%) como del número de posturas erguidas 
(≈ 75%) en el tablero de agujeros (Zambrana-Infantes et al., 2018). En cambio, cuando se 
administra la PEA de forma crónica (28 días) después de haber sometido a las ratas a un estrés 
crónico durante 35 días, los comportamientos exploratorios de los animales, los cuales se 
habían visto claramente reducidos por el estrés, se recuperan y vuelven a los niveles basales 
previos al protocolo de estrés, de tal forma que la distancia recorrida y el tiempo total de 
locomoción aumentan, mientras que los periodos de inmovilidad disminuyen (Li et al., 2019). 
En cuanto a la SEA no existen datos hasta la fecha que concreten su posible papel en la 
actividad locomotora. 
Por último, en la última década han surgido numerosas investigaciones que describen el 
papel de las NAEs sobre otras funciones en los mamíferos. Por ejemplo, las tres NAEs, aunque 
con mayor eficacia la PEA, ejercen una potente acción antiinflamatoria (Dalle Carbonare et al., 
2008; Hansen, 2010; Tsuboi et al., 2018). De hecho, los efectos antiinflamatorios de la PEA son 
tanto centrales (Skaper et al., 2015) como periféricos a nivel intestinal (Borrelli et al., 2015), así 
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como generando una reducción de la astrogliosis (Holubiec et al., 2018). A nivel cerebral, la 
PEA juega un papel muy importante como neuroprotector, interviniendo en una gran cantidad 
de enfermedades del sistema nervioso, tales como el Alzheimer, el Parkinson, la esclerosis 
múltiple o la epilepsia (Citraro et al., 2013; Mattace Raso et al., 2014a; Petrosino y Di Marzo, 
2017; Tsuboi et al., 2018). También se ha descrito la implicación de OEA y PEA en otras 
funciones como en la consolidación de la memoria (Campolongo et al., 2009; Mazzola et al., 
2009), en la modulación de la respuesta al estrés a nivel circulatorio (Hill et al., 2009) o en 
relación con el sistema circadiano (Murillo-Rodriguez et al., 2006). 
 
3 SISTEMA CIRCADIANO 
En el ambiente se producen cambios constantemente debidos a los movimientos de 
traslación de la Tierra alrededor del Sol, de rotación sobre su propio eje y de rotación de la 
Luna alrededor de la Tierra. Estas fluctuaciones son cíclicas y generan, respectivamente, la 
Figura 8. Cambios ambientales cíclicos que generan cambios fisiológicos y 
comportamentales en los animales. 
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alternancia de las estaciones del año, de la luz del día y la oscuridad de la noche y los ciclos 
lunares. Los seres vivos perciben todos estos cambios ambientales adaptando sus procesos 
vitales para sincronizarse a ellos, pudiendo incluso llegar a anticiparse a dichos cambios (Figura 
8; Pittendrigh, 1993). La capacidad que tienen los organismos para hacer frente a las 
fluctuaciones ambientales cíclicas genera una serie de respuestas fisiológicas y/o 
comportamentales también rítmicas, entre las que se encuentran la temperatura corporal, la 
secreción hormonal, los ciclos de reproducción, el ciclo sueño–vigilia, los períodos de 
actividad–reposo, los momentos de alimentación–excreción, etc. (Madrid, 2006; Refinetti, 
2006). 
La Cronobiología (del griego kronos – tiempo, bios – vida y logos – ciencia) es la disciplina 
de la biología que estudia los ritmos biológicos en los seres vivos, es decir, las variaciones de 
las funciones biológicas en función del tiempo. Para poder describir estas variaciones de las 
funciones biológicas de los seres vivos en función del tiempo, en Cronobiología se emplean 
una serie de parámetros específicos de estos ritmos biológicos que, al ser expresados en 
unidades numéricas, permiten cuantificarlos (Figura 9; Koukkari y Sothern, 2006): 
 
Figura 9. Representación gráfica de los parámetros que caracterizan a los ritmos. 
- Periodo (τ): representa el intervalo de tiempo necesario para completar un ciclo. Se 
expresa en unidades de tiempo. Relacionado con el periodo está otro parámetro que 
se denomina Frecuencia (1/τ) y equivale al número de ciclos por unidad de tiempo. 
- Mesor (M): es el valor medio del parámetro (o de la variable) a lo largo de un ciclo, 
calculado a lo largo de un período completo y ajustado a una función sinusoidal. Se 
expresa en las unidades de la variable rítmica cuantificada. 
- Fase: es un punto de referencia temporal de un ritmo. Cuando el ritmo se ajusta a un 
perfil sinusoidal, las fases más características serían el momento del valor máximo, 
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denominado Acrofase o Pico (φ), y el momento del valor mínimo, llamado Batifase o 
Valle. La Fase se expresa en unidades de tiempo. 
- Amplitud (A): distancia que existe entre el valor medio del ritmo o mesor y el valor 
máximo alcanzado por la variable en el momento de la acrofase. Se expresa en las 
unidades de la variable rítmica cuantificada. 
En función de la duración de sus periodos, los ritmos biológicos se pueden clasificar según 
se indica en la Tabla 2. De esta forma, por ejemplo, los ritmos con una periodicidad cercana a 
las 24 horas se denominan circadianos (del latín circa – aproximadamente y diem – día; 
Refinetti, 2006). 
Tabla 2. Denominación de los ritmos biológicos en función de la duración de su periodo. 
Tipo de ritmo Duración del periodo 
Nomenclatura del 
ritmo 
Ejemplo 
Ultradianos 
(< 20 h) 
1 hora Circahoral 
Secreción pulsátil de 
hormonas 
12,4 horas Circamareal 
Actividad de especies 
costeras 
Circadianos 
(≈ 24 h) 
Entre 20 y 28 horas Circadiano 
Sueño–vigilia 
Temperatura corporal 
Infradianos 
(> 28 h) 
28 días Circalunar 
Alimentación en 
salmónidos 
Reproducción de animales 
de zona intermareal 
Entre 10 y 14 meses Circanual o Estacional 
Migración 
Reproducción 
Por otro lado, los ritmos biológicos se pueden clasificar según su origen en exógenos y 
endógenos. Los ritmos exógenos son aquéllos que se generan como una respuesta pasiva a las 
variaciones puntuales de un factor ambiental y, una vez que se elimina dicha alteración, 
desaparece inmediatamente el ritmo. Por su parte, los ritmos endógenos se mantienen 
invariables en ausencia de un sincronizador o zeitgeber externo, lo que se denomina 
comúnmente como “curso libre” o “free running” (Aschoff, 1981). Además, el carácter 
endógeno de un ritmo biológico implica la existencia de un mecanismo autosostenible 
denominado reloj u oscilador circadiano (Pittendrigh, 1993; Mendoza y Challet, 2009), el cual 
es capaz de modificar su funcionamiento cuando está expuesto a estímulos rítmicos externos 
(los sincronizadores o zeitgebers) hasta tal punto que se igualan los periodos del reloj 
circadiano con el del estímulo ambiental, proceso denominado Sincronización o 
Encarrilamiento (Figura 10; Cahill y Besharse 1991, 1993). En cambio, el proceso de 
Enmascaramiento o Masking ocurre cuando un zeitgeber genera un ritmo biológico circadiano 
Introducción 
39 
observable sin provocar una sincronización en el reloj, ya que al retirar el estímulo externo no 
se mantiene la fase entre ambos (Cambras Riu, 2006). En resumen, para que se genere un 
ritmo biológico endógeno son necesarios los siguientes elementos: 
- Vías de entrada (inputs): estímulos ambientales que sincronizan el reloj. 
- Osciladores circadianos: sistema capaz de generar por sí mismo la oscilación. 
- Vías de salida (outputs): ritmos biológicos observables. 
 
Figura 10. Principales elementos de un sistema circadiano. Los osciladores reciben la 
información de los sincronizadores o zeitgebers a través de los receptores para generar 
los ritmos correspondientes a través de los efectores oportunos. El enmascaramiento o 
Masking se produce cuando los propios sincronizadores provocan un ritmo en los 
efectores sin pasar por los osciladores. Modificada de Cambras Riu (2006). 
3.1 Base molecular de los relojes endógenos 
La maquinaria de los relojes circadianos está muy conservada a lo largo de la evolución 
(desde organismos unicelulares hasta los vertebrados) y se basa en bucles de 
retroalimentación entre los procesos de transcripción y traducción de los denominados genes 
reloj y sus productos proteicos, con un periodo aproximado de 24 horas (Panda et al., 2002b; 
Buhr y Takahashi, 2013). La mitad positiva del bucle principal está conformada por dos genes 
que actúan como factores de transcripción llamados clock (del inglés circadian locomotor 
output cycles kaput) y bmal1 (brain y muscle ARNT-like 1, también conocido como arntI, aryl-
hydrocarbon receptor nuclear translocator-like). Una vez que salen al citoplasma y se traducen 
a proteínas, se forma el heterodímero CLOCK:BMAL1 retornando al interior del núcleo, donde 
promueve la expresión de los genes reloj de la mitad negativa del bucle principal llamados per 
(period) y cry (cryptochrome). Esta unión se produce gracias a una región básica hélice-lazo-
hélice que reconoce las secuencias reguladoras denominadas “cajas E” (E-box; CACGTG) 
presentes en los promotores de los genes per y cry (Gekakis et al., 1998; Nakamura et al., 
2008).   Los   transcritos  de  estos  genes  salen  al  citoplasma  y  se  traducen  a  sus  proteínas 
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Figura 11. Funcionamiento de los osciladores circadianos en mamíferos. (a) El heterodímero 
CLOCK:BMAL1 favorece la expresión de los genes per y cry. (b) Las proteínas PER y CRY reprimen la 
transcripción de sus propios genes mediante una inhibición de la acción del heterodímero 
CLOCK:BMAL1. (c) El heterodímero CLOCK:BMAL1 también estimula la expresión de otras proteínas 
relacionadas, como REV-ERBs, RORs y PPARs. (d) Tanto el heterodímero CLOCK:BMAL1 como 
algunos de los receptores nucleares de los bucles auxiliares controlan la expresión de los CCGs 
(clock-controlled genes). Para una mayor información, consultar el texto. bmal1, brain y muscle 
ARNT-like 1; clock, circadian locomotor output cycle kaput; crys, cryptochromes; DR2, direct repeat 
separado por 2 pares de bases; pers, periods; ppars: peroxisome proliferator-activated receptors; 
PPRE, peroxisome proliferator response element; ROR, retinoic acid related orphan receptor; RORE, 
ROR response elements. 
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correspondientes, las cuales sufren una serie de modificaciones postraduccionales, como por 
ejemplo fosforilaciones de la proteína PER a través de varias caseínas kinasas, acetilaciones, 
desacetilaciones y ubiquitinaciones (Vanselow y Kramer, 2007; Mehra et al., 2009). Gracias a 
estos cambios proteicos se unen ambas proteínas formando el heterodímero PER:CRY, el cual 
se transloca al interior del núcleo reprimiendo la transcripción de sus propios genes mediante 
la separación de los heterodímeros CLOCK:BMAL1 de las cajas E (Partch et al., 2014; Schibler et 
al., 2015). Por último, existen una serie de bucles auxiliares que ayudan al mantenimiento de la 
ritmicidad diaria confiriéndole una mayor robustez a todo el sistema circadiano. Estos bucles 
auxiliares se encuentran formados principalmente por las proteínas de los receptores 
nucleares REV-ERBs, RORs y PPARs (Albrecht y Ripperger, 2018), de los que se proporcionará 
una descripción más completa posteriormente. 
De todo el mecanismo descrito anteriormente, el heterodímero CLOCK:BMAL1 va a ser el 
encargado de controlar las salidas rítmicas del oscilador a través de los denominados genes 
controlados por el reloj (CCGs; Albrecht y Ripperger 2018). La regulación de estos CCGs se lleva 
a cabo mediante la unión directa del heterodímero CLOCK:BMAL1 a las cajas E presentes en los 
promotores de dichos genes, modificando así su transcripción (Hastings et al., 2007; Vatine et 
al., 2011; Albrecht, 2012). Algunos de estos CCGs codifican para proteínas muy importantes 
involucradas en funciones biológicas, como por ejemplo enzimas relacionadas con el 
metabolismo glucídico o la secreción de insulina (Qian y Scheer, 2016; Albrecht y Ripperger, 
2018; Peng et al., 2019). La Figura 11 muestra un resumen del funcionamiento de los 
osciladores circadianos a través del bucle principal y los bucles auxiliares. 
Algunos CCGs forman parte a su vez del bucle auxiliar del oscilador endógeno, tales como 
los receptores nucleares REV-ERBs, RORs y PPARs (Bozek et al., 2009; Cho H et al., 2012). Así, 
los receptores nucleares de las familias REV-ERB (reverse strand of protein ERB, también 
denominados NR1D, nuclear receptor subfamily 1, member D; Preitner et al., 2002) y ROR 
(retinoic acid related orphan receptor, también denominados NR1F, nuclear receptor subfamily 
1, member F; Sato et al., 2004) generan un bucle de represión y activación de la expresión de 
los genes clock y bmal1, respectivamente. Aunque todos los miembros de las dos familias de 
receptores nucleares (REV-ERBα o NR1D1, REV-ERBβ o NR1D2, RORα o NR1F1, RORβ o NR1F2 
y RORγ o NR1F3) intervienen en la regulación de la ritmicidad del sistema circadiano, los dos 
principales que compiten por unirse a los elementos RORE (ROR response elements) presentes 
en los promotores de los genes clock y bmal1 son el represor REV-ERBα y el activador RORα 
(Cho H et al., 2012). También se ha visto que REV-ERBα reprime la expresión de cry1, 
mecanismo que tiene lugar principalmente en el hígado (Pett et al., 2018). 
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Complementariamente, el heterodímero CLOCK:BMAL1 se une a las cajas E presentes en los 
promotores de los receptores nucleares REV-ERB y ROR para inducir su transcripción (Schibler 
et al., 2015), mientras que tanto PER2 como CRY1 reprimen la expresión de rev-erbα (Pett et 
al., 2018). Por otro lado, el promotor del gen rev-erbα también contiene un elemento RORE 
funcional a través del cual se produce la represión del gen por la unión tanto de su propia 
proteína como por parte de RORα (Delerive et al., 2002; Raspè et al., 2002). Esta 
autorregulación REV-ERBα-RORα asegura que la expresión de ambos genes se encuentre en 
antifase mejorando la precisión, solidez y sostenibilidad del reloj circadiano. Por su parte, los 
receptores nucleares PPARs, específicamente PPARα y en menor medida PPARγ, intervienen 
como activadores directos de la transcripción del gen bmal1 gracias a la formación de 
heterodímeros con RXR, otro receptor nuclear, para poder unirse a los denominados sitios 
PPRE (PPAR response element) localizados en el promotor de dicho gen (Canaple et al., 2006; 
Wang et al., 2008; Maradonna y Carnevali, 2018). Además, ambos PPAR también provocan el 
aumento de la transcripción del gen rev-erbα gracias a su unión tanto en forma de 
heterodímero PPAR/RXR a los sitios PPRE como formando homodímeros PPAR/PPAR a los 
sitios Rev-DR2 (Direct Repeat of the AGGTCA motif spaced by 2 nucleotide) del promotor 
(Gervois et al., 1999; Laitinen et al., 2005; Canaple et al., 2006; Lecarpentier et al., 2014). En 
ambos casos, la conexión es recíproca, de tal forma que el heterodímero CLOCK:BMAL1 se une 
a las cajas E presentes en los promotores de ppars y rev-erbα provocando un aumento en la 
transcripción de ambos receptores nucleares (Preitner et al., 2002; Canaple et al., 2006). 
Toda la maquinaria molecular y el funcionamiento del sistema circadiano se encuentran 
altamente conservados a lo largo de la evolución, siendo la principal diferencia el mayor 
número de copias de todos los genes reloj en los peces teleósteos respecto a los mamíferos 
debido a los fenómenos de duplicación genómica experimentada en los teleósteos a lo largo 
de la evolución (Kobayashi et al., 2000; Cahill, 2002; Wang, 2008a, b, 2009). Así, cuando se 
comparan las cuatro familias de genes reloj que conforman el bucle principal de los osciladores 
(per, cry, clock y bmal) entre el carpín (modelo animal utilizado en la presente Tesis Doctoral) y 
los mamíferos, podemos observar que la mayoría de los genes de las cuatro familias han 
sufrido las duplicaciones correspondientes existiendo varias copias de los genes en los 
teleósteos por cada gen en los mamíferos (Figura 12). En ciertos casos, algunas de las copias 
en determinadas familias de peces se han perdido a lo largo de la evolución (como por ejemplo 
el caso del gen per2b en la Familia Cyprinidae o el caso de bmal1b en el Superorden Otophysi), 
al igual que se han perdido algunos genes en los mamíferos que se han mantenido en los peces 
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(como por ejemplo cry en la Superclase Tetrapoda o el caso de clock2 en la Infraclase 
Placentaria). 
 
Figura 12. Ortología comparativa de los genes reloj en mamíferos y peces. Las flechas 
continuas indican la ortología, mientras que las flechas discontinuas indican la duplicación del 
genoma específico de los teleósteos. Los genes subrayados han sido parcialmente clonados 
en el carpín, mientras que los genes en gris se han perdido en los grupos indicados en los 
globos. Los genes entre paréntesis indican nombres alternativos para algunos genes. Los 
genes en negro y no subrayados no han sido clonados en el carpín, aunque se presume su 
presencia. Modificada de Sánchez-Bretaño et al. (2015a). 
3.2 Organización funcional del sistema circadiano 
El sistema circadiano de los organismos multicelulares está compuesto por una extensa 
red de osciladores endógenos distribuidos por todo el cuerpo de los seres vivos que se 
encuentran complejamente comunicados entre sí (Albrecht, 2012; Bosler et al., 2015; Dibner y 
Schibler, 2015). 
En el caso de los mamíferos, el sistema circadiano presenta una organización jerárquica 
en la cual existe un reloj maestro que es el núcleo supraquiasmático del hipotálamo (SCN, del 
inglés suprachiasmatic nuclei), que controla al resto de relojes endógenos haciendo que todas 
las células del individuo oscilen de forma sincrónica (Figura 13; Albrecht 2012; Partch et al. 
2014). El SCN es el único reloj molecular que recibe información directa procedente del 
exterior en forma de luz solar gracias a las conexiones que existen entre la retina y este núcleo, 
de tal forma que se produce la sincronización entre el reloj interno del SCN y la luz diaria. 
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Posteriormente, el SCN envía información al resto del cerebro y del cuerpo a través de una 
combinación de señales neurales, humorales y sistémicas (Buhr y Takahashi, 2013; Partch et 
al., 2014). Entre los tejidos periféricos en los que se han descrito la existencia de relojes 
endógenos se encuentran la hipófisis, la retina, el hígado, el corazón, el músculo, el tejido 
adiposo, el páncreas, el intestino, el riñón, los pulmones, el ovario y la glándula suprarrenal 
(Balsalobre et al., 2000; Brown et al., 2002; Mühlbauer et al., 2004; Peirson et al., 2006; Zvonic 
et al., 2006; García-Fernández et al., 2007; Sládek et al., 2007; Girotti et al., 2009; Bass y 
Takahashi, 2010). 
 
Figura 13. Organización del sistema circadiano en mamíferos (organización jerárquica con el 
núcleo supraquiasmático del hipotálamo – SCN – como reloj maestro) y en peces (red de 
osciladores sin jerarquización). 
Por su parte, en los peces teleósteos, el sistema circadiano está formado por una 
compleja red de osciladores distribuidos por prácticamente todos los tejidos y órganos del 
cuerpo de estos animales (hipotálamo, diencéfalo, glándula pineal, techo óptico, retina, 
hipófisis, hígado, intestino, gónadas, cabeza de riñón y piel) y en la que hasta el momento no 
se ha descrito la existencia de ningún reloj maestro, por lo que se considera que este sistema 
está menos jerarquizado que en los mamíferos (Moore y Whitmore, 2014; Sánchez-Bretaño et 
al., 2015a; Delgado et al., 2017; Isorna et al., 2017; Lu et al., 2018). 
Esta red de relojes endógenos se sincroniza por distintos zeitgebers externos. Entre ellos, 
el más importante capaz de sincronizar los osciladores circadianos es el ciclo luz-oscuridad (LD, 
del inglés light-dark) y los relojes que se sincronizan por este zeitgeber se denominan 
osciladores sincronizables por la luz o LEOs (light-entrainable oscillators; Mendoza y Challet, 
2009; Schibler et al., 2015). Por ejemplo, en el caso de los peces teleósteos, la retina, la 
glándula pineal y algunos núcleos profundos hipotalámicos presentan fotorreceptores, que 
responden directamente a la luz y además se consideran LEOs (Isorna et al., 2017). Sin 
embargo, no solamente la luz es capaz de sincronizar el sistema circadiano de los seres vivos. 
Así, el ciclo alimentación-ayuno es también un importante zeitgeber, especialmente para los 
relojes periféricos, denominándose los relojes que se sincronizan por este zeitgeber 
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osciladores sincronizables por la comida o FEOs (feeding-entrainable oscillators; Damiola et al., 
2000; Mendoza y Challet, 2009). Algunos ejemplos de órganos muy bien estudiados que 
responden a este tipo de zeitgeber son el tracto digestivo y el hígado, haciendo que 
sincronicen sus funciones al estado energético del animal optimizándose los procesos 
requeridos para la digestión, el metabolismo y la utilización y almacenaje de energía (Isorna et 
al., 2017). Otro zeitgeber importante es el ciclo de temperatura, el cual cobra una gran 
importancia en los peces ya que estos animales son poiquilotermos. Por último, los ritmos 
circadianos hormonales (ya sean de melatonina o cortisol, entre otras) siempre han sido 
considerados como salidas rítmicas controladas y generadas por los relojes endógenos 
centrales y periféricos, pero últimamente está cobrando mucha importancia la idea de que 
estas hormonas podrían estar actuando a su vez como zeitgebers del propio sistema circadiano 
(Challet, 2015; Isorna et al., 2017). 
3.3 Interacciones con la homeostasis energética. Importancia de los receptores 
nucleares del bucle auxiliar 
La homeostasis energética es un término que hace referencia al balance que existe entre 
la energía que captan los organismos a través de la ingesta (energía de entrada) y el gasto 
energético que se pierde para hacer frente a las necesidades del organismo (energía de salida). 
Una homeostasis energética adecuada tiende a generar un balance neutro, es decir, las 
energías de entrada y de salida se igualan, de tal manera que el organismo capta la energía 
necesaria para cubrir sus exigencias metabólicas. El problema viene cuando esta homeostasis 
energética falla hacia alguno de los dos lados produciéndose distintos tipos de enfermedades, 
como la obesidad, la diabetes o la esteatosis hepática, entre otras (Timper y Brüning, 2017; 
Godfrey y Borgland, 2019; Tutunchi et al., 2019; Zhu et al., 2019). En las últimas décadas, se 
han desarrollado multitud de trabajos en los que se evidencia que un gran número de procesos 
metabólicos se encuentran bajo un control circadiano en los mamíferos (Marcheva et al., 
2009; Asher y Schibler, 2011; Challet, 2015). Esto concuerda con el descubrimiento de la 
ritmicidad de multitud de genes metabólicos a nivel periférico en una gran cantidad de tejidos, 
tales como hígado, tejido adiposo, músculo esquelético, corazón y sistema vascular (Panda et 
al., 2002a; Storch et al., 2002; Allaman-Pillet et al., 2004; Rudic et al., 2005; Oishi et al., 2006; 
Yang et al., 2006; Zvonic et al., 2006). Uno de los órganos más importantes es el hígado, en el 
cual existe una conexión entre el sistema circadiano y el metabolismo hepático para 
sincronizar el almacenaje y utilización de la energía a los ciclos diarios de luz-oscuridad (Reinke 
y Asher, 2016; Yang et al., 2017). A pesar de toda esta ola de hallazgos, los mecanismos 
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intrínsecos que subyacen a la interacción entre los osciladores circadianos y el metabolismo 
aún están siendo investigados. 
Unas de las moléculas que se postulan como principales nexos entre el metabolismo y el 
sistema circadiano son los receptores nucleares (Albrecht y Ripperger, 2018; Weikum et al., 
2018). Entre estos receptores nucleares que exhiben patrones circadianos de expresión se 
encuentran varias isoformas de REV-ERB (α y β), ROR (α, β y γ) y PPAR (α, γ y β/δ) (Yang et al., 
2006). Todos ellos, tal y como se indicó previamente en el apartado 3.1 de esta introducción, 
son genes reloj que forman parte de la maquinaria molecular complementaria al bucle 
principal de los osciladores endógenos, siendo dianas del heterodímero CLOCK:BMAL1 y a su 
vez también reguladores de este. 
En los mamíferos, REV-ERBα interviene en una multitud de procesos metabólicos en una 
gran cantidad de tejidos periféricos (Marcheva et al., 2009; Everett y Lazar, 2014; Vieira et al., 
2015). A nivel hepático, junto con REV-ERBβ, interviene en el metabolismo lipídico y glucídico, 
suprimiendo la gluconeogénesis y, por tanto, afectando al transporte de la glucosa hacia el 
torrente sanguíneo (Yin et al., 2007). En el tejido adiposo participa en la diferenciación de los 
adipocitos durante el desarrollo, la adipogénesis, el almacenamiento de grasas y el 
mantenimiento de la temperatura corporal (Fontaine et al., 2003; Laitinen et al., 2005; 
Gerhart-Hines et al., 2013; Vieira et al., 2015). En el páncreas, REV-ERBα tiene efectos tanto en 
las células α productoras de glucagón como en las células β productoras de insulina, así como 
en la regulación de genes lipogénicos presentes en los islotes pancreáticos (Vieira et al., 2012, 
2013). En el músculo esquelético, este gen inhibe la diferenciación de las células musculares 
(en coordinación con REV-ERBβ; Welch et al. 2017a, b) y es un promotor del gasto energético 
ya que genera un aumento de la función mitocondrial en células musculares (Woldt et al., 
2013). Y a nivel cerebral se encarga de modular aspectos comportamentales relacionados con 
la sociabilidad y la ansiedad (Zhao y Gammie, 2018). Por su parte, en los peces se encuentra 
vagamente estudiado el papel de REV-ERB sobre la homeostasis energética, aunque debido a 
su gran homología con los mamíferos se ha sugerido que podría desempeñar papeles 
parecidos. Por ejemplo, Kopp y colaboradores (2016) determinaron que REV-ERBα regula la 
adipogénesis en el pez cebra, tal y como ocurre en los mamíferos. 
Por su parte, RORα se encuentra involucrado en la lipogénesis y el almacenamiento de 
lípidos en mamíferos (Sato et al., 2004). De esta forma, la acción conjunta de REV-ERBα y 
RORα es fisiológicamente muy importante para mantener el control de la homeostasis del 
colesterol y los triglicéridos (Canaple et al., 2006). Por su parte en los peces, este receptor 
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nuclear ha sido clonado en el pez cebra (Flores et al., 2007; Katsuyama et al., 2007), la carpa 
herbívora (Ctenopharyngodon idellus; Du et al. 2012), el bacalao del Atlántico (Lazado et al., 
2014), la perca china (Siniperca chuatsi; Wu et al. 2016) y el fúndulo (Fundulus heteroclitus; 
Baldwin et al. 2017) con una distribución tisular amplia que incluye el encéfalo y tejidos 
periféricos como el intestino, músculo, corazón, bazo o timo, entre otros. Sus principales 
funciones en los peces se han relacionado con el desarrollo embrionario de estructuras 
cerebelares (Katsuyama et al., 2007) y el sistema inmune (Du et al., 2012). Sin embargo, 
debido a su gran similitud en cuanto a estructura proteica y patrones de expresión con los 
mamíferos (Lazado et al., 2014; Wang et al., 2015; Wu et al., 2016), el receptor nuclear RORα 
podría intervenir en la regulación del metabolismo glucídico y lipídico como en los mamíferos 
(Flores et al., 2007; Baldwin et al., 2017). 
En cuanto a los PPARs, son receptores nucleares que intervienen en una gran cantidad de 
procesos biológicos con principal influencia sobre el metabolismo lipídico y glucídico 
controlando así la homeostasis energética en mamíferos (Charoensuksai y Xu, 2010; Chen y 
Yang, 2014). Sin embargo, cada isoforma posee distintas funciones y patrones de distribución 
tisular, a pesar de su alto grado de homología. Así, la principal isoforma que interviene en el 
sistema circadiano es PPARα que, como ya se indicó en el apartado 2.3, es el receptor principal 
al que se unen las NAEs, y destaca por la potente capacidad anorexigénica que desarrolla a 
través de la unión de su principal ligando, la OEA (Fu et al., 2003; Sihag y Jones, 2018). Además, 
la regulación directa sobre la expresión de numerosos genes que intervienen en el 
metabolismo del colesterol y lipídico, tales como SREBP (proteína de unión del elemento de 
unión del esterol), FAS (sintasa de ácidos grasos) o enzimas encargadas de la β-oxidación de los 
ácidos grasos (Rakhshandehroo et al., 2010; Bowen et al., 2017). Por su parte en los peces, los 
PPARs son uno de los receptores nucleares más estudiados en el pez cebra (Schaaf, 2017). 
Focalizando nuestro estudio en la isoforma PPARα, este receptor nuclear también parece estar 
involucrado en el control del metabolismo lipídico a través de la modulación de diferentes 
genes relacionados con dicho metabolismo en distintas especies, como el pez cebra (Den 
Broeder et al., 2015; Paredes et al., 2015; Kopp et al., 2016), salmón del Atlántico (Betancor et 
al., 2014), la dorada (Paredes et al., 2014), el atún común (Thunnus thynnus; Betancor et al. 
2017), lenguado oliva (Paralichthys olivaceus; Cho HK et al. 2012) o el rodaballo (Scophthalmus 
maximus; Cunha et al. 2013). 
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4 EL CARPÍN: CARACTERÍSTICAS DE LA ESPECIE 
El carpín o carpa dorada (Carassius auratus) es un pez teleósteo de agua dulce 
perteneciente al Orden Cypriniformes, Familia Cyprinidae, Subfamilia Cyprininae. Los ciprínidos 
comprenden más de 2000 especies agrupadas en más de 200 géneros que se encuentran 
ampliamente distribuidas en ríos de África, Europa, Asia y Norteamérica (desde el norte de 
Canadá hasta el sur de México). El carpín es una especie originaria de China que comenzó a 
domesticarse hace más de mil años, se introdujo en Japón en el siglo XVI, desde donde fue 
exportado a Europa en el siglo XVII (Kottelat y Freyhof, 2007). Debido a la gran cantidad de 
cruces selectivos que han tenido lugar a lo largo de su cría en cautividad se han desarrollado 
más de 300 variedades de la especie, con diferentes formas, hábitats y modos de vida. 
Actualmente, la mayoría de las variedades se cultivan principalmente como peces 
ornamentales, aunque también son muy utilizados en investigación (Kottelat y Freyhof, 2007). 
En la presente Tesis Doctoral se han utilizado ejemplares de las variedades común y cometa 
(Fotografía 1). 
  
Fotografía 1. Ejemplares adultos de carpín (Carassius auratus) variedad común (A) y cometa (B). 
Morfológicamente, este ciprínido presenta un cuerpo compacto con una coloración 
originalmente pardo-amarillenta o anaranjada con reflejos blanco-plateados por los costados y 
el vientre (Figura 14). Los adultos suelen medir entre 10 y 20 cm de longitud, aunque es 
posible encontrar ejemplares que llegan a medir 45 cm. Presenta cinco juegos de aletas con un 
Figura 14. Esquema de la morfología externa del carpín. Modificada de Blanco et al. (2018). 
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patrón de disposición típico de la mayoría de los miembros de la Familia Cyprinidae: una aleta 
dorsal de base amplia con presencia de espinas óseas, una gran aleta caudal homocerca al final 
de un pedúnculo ancho y corto, una aleta anal situada posteriormente al ano del animal, un 
par de aletas pélvicas cortas y anchas a cada lado del animal y un par de aletas pectorales 
ubicadas también a cada lado justo detrás del opérculo 
La anatomía interna de este pez teleósteo se muestra en la Figura 15. El tracto digestivo 
de estos animales comienza en la boca y la faringe, la cual se encuentra conectada con la 
musculatura de la cabeza y contiene los dientes faríngeos (cuatro filas a cada lado) unidos a los 
huesos faríngeos posteriores, gracias a los cuales tritura el alimento. Como la mayoría de los 
peces, el carpín no secreta enzimas digestivas en esta región del tracto gastrointestinal. La 
faringe se continúa con un esófago corto y este conecta con el intestino a través del esfínter 
intestinal. La peculiaridad más llamativa de esta especie es la carencia de estómago, de tal 
forma que tras esta constricción circular aparece un ensanchamiento del intestino que se 
denomina bulbo intestinal. Esta región se distingue del resto del tubo digestivo por su mayor 
anchura y por el mayor grosor de sus capas musculares, lo que le otorga una gran capacidad de 
expansión (McVay y Kaan, 1940; Kapoor et al., 1976). En el final de este bulbo intestinal es 
donde desemboca la vesícula biliar, vertiéndose las secreciones biliares para iniciar la digestión 
enzimática. Después se extiende un intestino de gran longitud que puede diferenciarse en tres 
partes: intestino anterior, intestino medio e intestino posterior, el cual se comunica con el 
exterior a través del ano. Asociado a todo este tracto gastrointestinal, cabe destacar la 
presencia de un hígado con anatomía difusa, formado por estrechos lóbulos hepáticos que se 
extienden alrededor de toda la longitud del intestino, y en el que se encuentra embebido un 
rudimentario páncreas en forma de células dispersas (Sarbahi, 1951). Durante la presente Tesis 
Figura 15. Esquema de la anatomía interna y principales órganos del 
carpín. Modificada de Blanco et al. (2018). 
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Doctoral, nos referiremos a esta organización estructural que engloba al hígado y al páncreas 
con el término de hígado. 
El carpín prefiere hábitats eutróficos en aguas poco profundas de lagunas y ríos con 
corriente lenta que presenten fondos blandos y ricos en vegetación. Se aclimata a aguas con 
una temperatura templada o fría (10-23°C) y pH próximos a la neutralidad (7.0-7.5) (Kottelat y 
Freyhof, 2007), aunque es capaz de adaptarse a condiciones más extremas como temperaturas 
elevadas o hipoxia (Muus y Dahlström, 1981). Es un animal omnívoro y bentónico que se 
caracteriza por una natación constante buscando y persiguiendo la comida. En la naturaleza se 
alimenta fundamentalmente de organismos planctónicos, pequeños crustáceos, moluscos, 
gusanos, larvas de insectos y plantas acuáticas (Muus y Dahlström, 1981). Su crecimiento por 
lo general es rápido, aunque se encuentra principalmente determinado por la cantidad de 
alimento que pueda obtener de su entorno. En términos generales, el carpín es un teleósteo 
diurno cuyos máximos de actividad locomotora se desarrollan durante la fotofase del ciclo 
diario (Aranda et al., 2001). Teniendo en cuenta la importancia que tiene la alimentación como 
factor sincronizador, los carpines presentan una marcada actividad anticipatoria al alimento 
(FAA, del inglés food anticipatory activity) caracterizada por un aumento del movimiento entre 
2 y 3 horas previas al momento de la alimentación (Isorna et al., 2017). 
Este ciprínido alcanza la madurez sexual a partir de los 8-10 meses de edad. La 
reproducción o freza se produce en aguas con una densa vegetación entre los meses de mayo 
y julio, pudiendo verse modificado en función de la temperatura del agua. Dependiendo del 
tamaño de la hembra, esta puede llegar a poner entre 200.000 y 400.000 huevos que deposita 
adheridos a las plantas acuáticas de las orillas. Estos huevos tardarán en eclosionar entre 3 y 8 
días, también dependiendo principalmente de la temperatura del agua (Muus y Dahlström, 
1981). 
El carpín es una especie de pez teleósteo ampliamente utilizada en el ámbito de la 
investigación debido a la facilidad de su manejo, su pequeño tamaño y su sencillo 
mantenimiento, así como la capacidad de adaptación a una gran variedad de condiciones 
experimentales en el laboratorio (Kottelat y Freyhof, 2007; Blanco et al., 2018). Así, en la 
última década, nuestro grupo de investigación “Neuroendocrinología de Peces” se ha 
especializado en el estudio de la fisiología de este pez teleósteo, focalizándose 
fundamentalmente en el estudio sobre la regulación de la ingesta, el estrés y el sistema 
circadiano.
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Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO, 
2018), la acuicultura se presenta como uno de los sectores de producción de alimentos con 
mayor capacidad de crecimiento que permitirán mantener la proporción de pescado en la 
dieta mundial, estimando que para el año 2030 más del 62% de los alimentos acuáticos 
procederán de la acuicultura. Además, la acuicultura es un pilar esencial del Crecimiento Azul 
que propugnan la Unión Europea y España para alcanzar sus objetivos por una piscicultura de 
calidad y sostenible (Apromar, 2018). Teniendo en cuenta que en el cultivo de peces el gasto 
en alimentación representa uno de los mayores costes económicos, uno de los principales 
retos hoy en día en la industria de la acuicultura para conseguir la sostenibilidad de dicha 
actividad es el diseño de estrategias de alimentación más eficaces, así como el control del 
bienestar de estos animales. Para poder hacer frente a ambos desafíos, es imprescindible 
tener un conocimiento lo más exhaustivo posible de la regulación de la homeostasis energética 
y la influencia de los ritmos de alimentación sobre ella en los peces. 
Tal y como se comentó en la Introducción, el control de la ingesta es un proceso complejo 
y multifactorial, resultante de la integración a nivel central de información neuroendocrina, 
metabólica y circadiana (Delgado et al. 2017). Actualmente se conocen un gran número de 
señales neuroendocrinas implicadas en la regulación de la homeostasis energética en los 
peces, como neuropéptidos, hormonas y monoaminas. Sin embargo, se ha prestado poca 
atención a moléculas de otra naturaleza, como los derivados lipídicos N-aciletanolaminas, 
objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral. El interés en estas moléculas reside además en 
el hecho de que una de sus principales vías de acción es a través del receptor nuclear PPAR 
que conecta el metabolismo con la maquinaria molecular controlando los osciladores 
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endógenos en los mamíferos, aunque apenas se sabe nada de si existe esta conexión con el 
sistema circadiano en los peces. 
Por todo ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es el estudio del papel de 
las NAEs en la homeostasis energética de los peces, así como ahondar en la relación entre el 
sistema circadiano (y la homeostasis temporal que este controla) y dicha homeostasis 
energética, utilizando como modelo el carpín. Para abordar este objetivo general, se han 
desarrollado los siguientes objetivos específicos: 
1. Caracterizar componentes esenciales del sistema de las NAEs en los peces, mediante el 
estudio de los perfiles diarios de OEA, PEA y SEA, sus precursores, enzimas de síntesis y 
degradación, y del principal receptor PPARα, en diferentes tejidos gastrointestinales y 
cerebrales. 
2. Determinar el papel de las NAEs en la regulación de la ingesta a corto plazo en los peces, 
evaluando si se produce una regulación en el contenido de OEA, PEA y SEA por el estado 
nutricional del animal. Además, investigaremos el efecto de la administración aguda de 
PEA y SEA en la ingesta y las posibles interacciones con otros reguladores de la ingesta. 
3. Estudiar los posibles efectos de la OEA y la PEA sobre otros componentes de la 
homeostasis energética, como el peso corporal, la actividad locomotora y el 
metabolismo hepático de lípidos y glúcidos, así como identificar posibles interacciones 
de estas NAEs con el sistema circadiano. 
4. Averiguar si el horario de alimentación y/o el ciclo de luz-oscuridad determinan los 
ritmos de expresión de genes reloj en el hipotálamo y el hígado del carpín, dos tejidos 
clave en la regulación de la ingesta y el metabolismo en peces, así como identificar 
posibles salidas rítmicas relacionadas con la homeostasis energética de dichos 
osciladores. 
5. Investigar si los ritmos de expresión de algunos receptores nucleares que forman parte 
del bucle auxiliar de los osciladores endógenos y que tienen un papel relevante en el 
control de la homeostasis energética, son salidas directas del bucle principal de reloj o, 
por el contrario, dependen más de la luz o la ingesta que puedan actuar enmascarando 
los ritmos. 
6. Conocer el efecto de una disrupción temporal (desacoplamiento entre los principales 
sincronizadores ciclo luz-oscuridad y ciclo alimentación-ayuno) sobre los ritmos de 
expresión de genes reloj en el hipotálamo, el hígado y la glándula interrenal en peces, 
así como sobre los ritmos de la principal hormona indicadora de estrés, el cortisol. 
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CAPÍTULO 1. Papel de las N-aciletanolaminas (NAEs) en la homeostasis 
energética 
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CAPÍTULO 1 
 
Papel de las N-aciletanolaminas en la homeostasis 
energética 
 
 
1.1     Efectos del factor de saciedad oleiletanolamida en el metabolismo hepático de 
los lípidos y de la glucosa en el carpín. 
The satiety factor oleoylethanolamide impacts hepatic lipid y 
glucose metabolism in goldfish. 
Journal of Comparative Physiology B (2016) 186:1009–1021. 
doi: 10.1007/s00360-016-1009-x 
 
1.2     Primeras evidencias acerca del papel de la palmitoiletanolamida sobre la 
homeostasis energética en peces. 
First evidence on the role of palmitoylethanolamide in energy 
homeostasis in fish. 
Hormones & Behavior (2019). 
En revisión 
 
1.3     Perfiles diarios de las N-aciletanolaminas en el cerebro y tracto gastrointestinal 
del carpín: posible papel de la alimentación. 
Diurnal profiles of N-Acylethanolamines in goldfish brain y 
gastrointestinal tract: Possible role of feeding. 
Frontiers in Neuroscience (2019) 13:450. 
doi: 10.3389/fnins.2019.00450 
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Los principales resultados obtenidos en los tres trabajos que configuran el Capítulo 1 de la 
presente Tesis Doctoral se recogen en la Figura 16. 
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4.1 El factor de saciedad oleiletanolamida repercute en el metabolismo hepático 
de los lípidos y de la glucosa en el carpín 
The satiety factor oleoylethanolamide impacts hepatic lipid y glucose 
metabolism in goldfish. Journal of Comparative Physiology B (2016) 
186:1009–1021. doi: 10.1007/s00360-016-1009-x 
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4.2 Primeras evidencias acerca del papel de la palmitoiletanolamida sobre la 
homeostasis energética en peces 
First evidence on the role of palmitoylethanolamide in energy 
homeostasis in fish. Hormones & Behavior (2019) En estado de 
revisión. 
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4.3 Perfiles diarios de las N-aciletanolaminas en el cerebro y tracto gastrointestinal 
del carpín: posible papel de la alimentación 
Diurnal profiles of N-Acylethanolamines in goldfish brain y 
gastrointestinal tract: Possible role of feeding. Frontiers in 
Neuroscience (2019) 13:450. doi: 10.3389/fnins.2019.00450 
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CAPÍTULO 2. Sistema circadiano y homeostasis temporal 
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CAPÍTULO 2 
 
Sistema circadiano y homeostasis temporal 
 
 
2.1    Ritmos diarios de receptores nucleares y genes reloj en el hipotálamo y el 
hígado del carpín bajo diferentes condiciones de luminosidad. 
Nuclear receptors y clock genes rhythms in hypothalamus and liver 
of goldfish under different lighting conditions. 
Chronobiology International (2019). 
En revisión 
 
2.2    Un desfase en el horario de la alimentación actúa como un agente estresante 
que altera los osciladores circadianos en el carpín. 
Time-lag in feeding schedule acts as a stressor that alters circadian 
osicllators in goldfish. 
Frontiers in Physiology (2018) 9:1749. 
doi: 10.3389/fphys.2018.01749 
 
2.3    Influencia del horario de alimentación sobre los receptores nucleares PPARα y 
REV-ERBα en el hipotálamo y el hígado de carpín. 
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Los principales resultados obtenidos en los tres trabajos que configuran el Capítulo 2 de la 
presente Tesis Doctoral se recogen en la Figura 17. 
 
 
Figura 17. Resumen de los resultados del Capítulo 2. [1] genes per; [2] genes clock1a/bmal1a; 
[3] receptores nucleares (rev-erbα, rev-erbβ, pparα, pparγ y rorα). A, amplitud; φ, acrofase; CT, 
tiempo circadiano; RF, alimentación aleatoria; ZT, tiempo zeitgeber. , sincronización; , 
desincronización; , no ritmos. 
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4.4 Ritmos diarios de receptores nucleares y genes reloj en el hipotálamo y el 
hígado del carpín bajo diferentes condiciones de luminosidad 
Nuclear receptors y clock genes rhythms in hypothalamus y liver of 
goldfish under different lighting conditions. Chronobiology 
International (2019) En revisión. 
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4.5 Un desfase en el horario de la alimentación actúa como un agente estresante 
que altera los osciladores circadianos en el carpín 
Time-lag in feeding schedule acts as a stressor that alters circadian 
osicllators in goldfish. Frontiers in Physiology (2018) 9:1749. doi: 
10.3389/fphys.2018.01749 
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4.6 Influencia del horario de alimentación sobre los receptores nucleares PPARα y REV-
ERBα en el hipotálamo y el hígado de carpín 
Influencia del horario de alimentación sobre los receptores nucleares 
PPARα y REV-ERBα en el hipotálamo y el hígado de carpín 
Introducción 
Los receptores nucleares son una superfamilia de factores de transcripción que 
constituyen un factor esencial en la homeostasis energética de diferentes tejidos periféricos 
relacionados con el metabolismo. Esto es debido a que estos receptores nucleares intervienen 
en una gran cantidad de funciones, entre las que se encuentran la regulación de la expresión 
de genes involucrados en el metabolismo glucídico y lipídico, en el almacenamiento de lípidos, 
en la lipogénesis o en la β-oxidación de los ácidos grasos en el hígado de los mamíferos (Eckel-
Mahan y Sassone-Corsi, 2013; Chen y Yang, 2014; Pawlak et al., 2015; Vieira et al., 2015). 
Asimismo, en la última década ha cobrado una gran importancia la hipótesis de que algunos de 
estos receptores nucleares como PPARs y REV-ERBs son factores de transcripción claves para la 
conexión entre el metabolismo y el sistema circadiano en los mamíferos, siendo por tanto 
elementos centrales para el mantenimiento de una óptima homeostasis temporal (Vieira et al., 
2015; Ribas-Latre y Eckel-Mahan, 2016; Albrecht y Ripperger, 2018). 
Por lo tanto, nos propusimos investigar el posible efecto de un cambio en el horario de 
alimentación sobre la expresión de los receptores nucleares PPARα y REV-ERBα en el carpín, 
como modelo de pez teleósteo. 
Material y Métodos 
Para llevar a cabo este estudio se utilizaron individuos de carpín (Carassius auratus, n = 
72) mantenidos con unas condiciones de fotoperiodo 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad 
(12L:12D; encendido de las luces a las 08:00) y alimentación fija a las 10:00 (ZT2). Pasadas dos 
semanas bajo estas condiciones de aclimatación, se les sometió al protocolo experimental 
empleado en el Capítulo 2.2 (Figura 18). 
 
Figura 18. Esquema del diseño experimental. RT-qPCR, PCR cuantitativa en tiempo real; SF, scheduled 
fed o alimentación fija. 
Brevemente, dos grupos de animales se mantuvieron con las mismas condiciones de 
fotoperiodo (12L:12D). A uno de ellos (n = 36) se le dio de comer en mitad del periodo diurno 
(14:00, ZT6, llamado SF6, scheduled fed at ZT6), mientras que al otro grupo (n = 36) se les 
proporcionó la comida en medio de la fase nocturna (02:00, ZT18, llamado SF18). 
Transcurridas tres semanas, los peces fueron muestreados cada 4 horas a lo largo de todo un 
ciclo de 24 horas (a ZT5, ZT9, ZT13, ZT17, ZT21 y ZT1). Los animales fueron sacrificados con una 
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sobredosis de anestésico (metanosulfonato de tricaína o MS-222, 0.28 g/l) y de cada animal se 
extrajeron rápidamente tanto el hipotálamo como el hígado para analizar la expresión génica 
de pparα y rev-erbα en ambos tejidos. 
Resultados 
Los resultados obtenidos en el hipotálamo muestran que sólo rev-erbα exhibe ritmos 
diarios significativos con las acrofases durante la noche (ZT18,2 en animales SF6 y ZT15,4 en 
animales SF18; Figura 19). Es decir, el cambio en el horario de alimentación de ZT6 a ZT18 sólo 
adelantó unas 3 h la acrofase de rev-erbα en el hipotálamo, mientras que reduce 
(aproximadamente 5 horas) la amplitud del ritmo diario de este factor de transcripción. 
En el hígado, ambos receptores (PPARα y REV-ERBα) presentan ritmos diarios 
significativos tanto en los peces SF6 como en los SF18 (Figura 19). En los animales SF6, la 
acrofase de pparα ocurrió al inicio del día (ZT3,4), mientras que la de rev-erbα en mitad de la 
fase oscura (ZT19,0, similar a la del hipotálamo). Cuando el horario de la alimentación se 
desfasó desde ZT6 a ZT18, las acrofases de ambos genes también se desplazaron 12 horas 
(pasando de estar en ZT3,4 en SF6 a ZT15,8 en SF18 para pparα y de ZT19,0 a ZT7,4 para rev-
erbα). Por su parte, las amplitudes no mostraron cambios sustanciales en los animales SF6. 
 
Figura 19. Perfil diario de expresión de pparα y rev-erbα en el hipotálamo (arriba) y el hígado (abajo) 
de los carpines SF6 (●) y SF18 ( ). El área gris indica el periodo de oscuridad, mientras que el momento 
de la alimentación viene definida por los triángulos en el eje X (negro, ZT6; gris, ZT18). Los datos 
obtenidos mediante RT-qPCR se muestran como la media ± SEM (n = 6) en unidades relativas (método 
del 2-ΔΔCt). Las diferentes letras (a-d en SF6 y w-z en SF18) indican diferencias significativas por ANOVA y 
Student-Newman-Keuls (SNK) post hoc test. Cuando el análisis Cosinor (SE(A)/A < 0.3) y el ANOVA 
resultaron significativos, se representaron las funciones sinusoidales de los ritmos con ondas continuas 
negras (SF6) o discontinuas grises (SF18). Las amplitudes (A, unidades relativas) y acrofases (φ, horas) se 
muestran en la parte superior de cada gráfica (a la izquierda en negro SF6 y a la derecha en gris SF18). 
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En la presente Discusión, se pretenden destacar las principales ideas sobre la organización 
temporal y el control metabólico y neuroendocrino de la homeostasis energética en el carpín 
derivadas de la visión general de los resultados obtenidos en los capítulos que constituyen esta 
Tesis Doctoral. 
 
1 PAPEL DE LAS N–ACILETANOLAMINAS EN LA HOMEOSTASIS 
ENERGÉTICA 
1.1 El sistema de las NAEs en el carpín 
Con los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se ha podido caracterizar por 
primera vez en los peces teleósteos todos los componentes del sistema de las N-
aciletanolaminas. Gracias a la técnica de espectrometría de masas acoplada a cromatografía 
líquida de ultra resolución (UPLC-MS, de sus siglas en inglés ultra performance liquid 
cromatography – tandem mass spectrometer), se ha podido demostrar la existencia de las tres 
principales NAEs (OEA, PEA y SEA), presentando todas ellas una amplia distribución tisular en 
el carpín, tal y como había sido demostrado previamente para la OEA en la misma especie 
(Tinoco et al., 2014a). Así, se han conseguido obtener niveles detectables de todos los 
compuestos en dos tejidos cerebrales, como son el hipotálamo y el telencéfalo, y en tres 
tejidos gastrointestinales, como son el bulbo intestinal (homólogo del estómago en estos 
peces), el intestino anterior y el hígado. En estos mismos tejidos también se han detectado los 
niveles tisulares de los precursores de cada una de las NAEs (OEA, PEA y SEA), las denominadas 
NAPEs. Comparando los niveles en valor absoluto que hemos obtenido en los diferentes 
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tejidos del carpín con los descritos hasta la fecha en los mamíferos (Murillo-Rodriguez et al., 
2006; Fu et al., 2007; Hansen y Diep, 2009; Guijarro et al., 2010; Liedhegner et al., 2014) y en 
los reptiles (Astarita et al., 2006), tanto los tejidos centrales como los gastrointestinales 
presentan cantidades muy similares de las tres NAEs a las descritas en los mamíferos, estando 
en el orden de unos poco nanomoles por cada gramo de tejido. Estos hallazgos nos llevan a 
pensar que estos derivados lipídicos bioactivos se encuentran ampliamente extendidos y 
conservados a lo largo de la evolución de los vertebrados. 
También han sido caracterizadas las enzimas de síntesis (NAPE-PLD) y de degradación 
(FAAH) en el carpín a nivel de expresión génica en ambos casos, así como también de actividad 
enzimática en el caso de la FAAH. En la presente Tesis Doctoral y gracias a las técnicas 
genómicas se ha conseguido obtener una secuencia parcial de la enzima de síntesis NAPE-PLD, 
siendo analizada su expresión en tejidos centrales (hipotálamo; datos no mostrados) y 
periféricos (bulbo intestinal, intestino anterior e hígado). Por otro lado, hay que tener en 
cuenta que para ambas rutas de síntesis y degradación existen vías alternativas que todavía no 
han sido estudiadas en el carpín. Así, en cuanto a la síntesis de NAEs a partir de las NAPEs 
pueden existir otras tres vías complementarias a la hidrólisis directa que ejerce la NAPE-PLD 
(Hussain et al., 2017; Inoue et al., 2017). Por su parte, la degradación de las NAEs se realiza 
principalmente por la enzima FAAH, pero en mamíferos se ha descrito la acción de otra enzima 
que tiene también alta afinidad por la OEA y sobre todo la PEA, que es la NAAA. Al igual que 
con las rutas alternativas de síntesis, esta otra enzima catabólica todavía no se ha 
caracterizado en el carpín, aunque parece ser que se ha perdido en el pez cebra (McPartland et 
al., 2007). 
De todos los receptores de las NAEs que se han descrito hasta la actualidad en los 
mamíferos, en la presente Tesis Doctoral nos hemos centrado en el estudio del PPARα, ya que 
es el que parece mediar los efectos de estas NAEs en la regulación de la homeostasis 
energética. En concreto, este receptor presenta una amplia distribución corporal en el carpín 
encontrándose sus tránscritos tanto en tejidos centrales (hipotálamo) como en tejidos 
periféricos (bulbo intestinal, intestino anterior e hígado). Como se comentará más adelante, 
este receptor nuclear podría estar implicado en el metabolismo lipídico y la modulación del 
sistema circadiano como en los mamíferos. Sin embargo, en relación con el resto de 
receptores a los que se pueden unir las NAEs (TRPV1, GPRs e incluso canales iónicos), 
actualmente se desconocen tanto sus distribuciones tisulares como las posibles implicaciones 
en las acciones fisiológicas de las NAEs a través de estos receptores en el carpín. 
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1.2 Las NAEs como señales postprandiales de saciedad 
La movilización de las NAEs a nivel intestinal que se produce en respuesta a la 
alimentación, tal y como se comentó en la Introducción, sugiere que estas señales lipídicas 
podrían intervenir en la regulación de la ingesta como señales periféricas de saciedad tanto en 
mamíferos (Rodríguez de Fonseca et al., 2001; Fu et al., 2007) como en reptiles (Astarita et al., 
2006). Los resultados obtenidos en el carpín en la presente Tesis Doctoral en relación con el 
claro aumento postprandial (1 hora) comparado con 25 horas de ayuno también apoyan esta 
idea. Mientras que para la OEA ya había sido descrito un resultado similar en la misma especie 
por nuestro grupo de investigación (Tinoco et al., 2014a), es la primera vez que se han 
demostrado cambios periprandiales de PEA y SEA en tejidos gastrointestinales de los peces. En 
los mamíferos, el aumento postprandial de las NAEs se ha relacionado con cambios en paralelo 
en el contenido gastrointestinal de las NAPEs (Petersen et al., 2006; Fu et al., 2007; Gillum et 
al., 2008; Schwartz et al., 2008; Bowen et al., 2017) y/o cambios en la actividad de los enzimas 
NAPE-PLD y FAAH (Fu et al., 2007; Schwartz et al., 2008; Bowen et al., 2017). Sin embargo, 
nuestros resultados parecen no corroborarlo en los peces, ya que ni las NAPEs ni la expresión 
génica de ninguna de los dos enzimas se ven modificadas por el estado nutricional de los 
peces. Podemos plantear algunas hipótesis que podrían justificar nuestros resultados, como la 
existencia de vías alternativas de síntesis de NAEs que no implican a la NAPE-PLD como la 
enzima principal o una mayor contribución de otras amidasas en el catabolismo de las NAEs 
(Hussain et al., 2017; Inoue et al., 2017; Lin et al., 2018). El hecho de que los cambios tan 
drásticos observados en los tejidos gastrointestinales no se observaran en el hipotálamo y en 
el telencéfalo, sugieren en primer lugar que existe una marcada regulación tejido-dependiente 
de las NAEs por la ingestión de alimentos en el carpín y, en segundo lugar, que las NAEs 
parecen estar actuando como señales periféricas de saciedad a corto plazo en los peces 
teleósteos. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio confirmaron este papel de la OEA como señal 
anorética tras su administración IP en el carpín (Tinoco et al., 2014a), corroborando estudios 
previos en los reptiles (Astarita et al., 2006) y en los mamíferos (Rodríguez de Fonseca et al., 
2001; Fu et al., 2003, 2005; Serrano et al., 2011). Con el fin de confirmar este posible efecto 
anorético para otras NAEs como la PEA y la SEA se llevó a cabo una aproximación 
farmacológica de administración IP de forma aguda en el carpín. En ambos casos se observó 
una reducción de la ingesta, aunque solo fue estadísticamente significativa en el caso de la 
PEA. Aunque la dosis ensayada de SEA (20 mg/kg, datos no mostrados) es similar a la utilizada 
en el único estudio realizado en los mamíferos (Terrazzino et al., 2004), en concreto en ratones 
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(25 mg/kg); sería interesante ensayar otras dosis, quizás más elevadas para poder confirmar un 
claro efecto anorético de la SEA en los peces. En relación al efecto anorético de la PEA en el 
carpín, nuestros resultados corroboran datos previos en ratas tras tratamientos tanto agudos 
(Rodríguez de Fonseca et al., 2001) como crónicos (Mattace Raso et al., 2014a). 
La regulación homeostática de la ingesta en los peces es la respuesta de la integración 
hipotalámica de las señales metabólicas y endocrinas, las cuales provocan a su vez cambios en 
la expresión de distintos neuropéptidos tanto orexigénicos como anoréticos (Delgado et al., 
2017; Soengas et al., 2018). Por ello, para profundizar en los mecanismos que pueden estar 
mediando la reducción de la ingesta en el carpín por parte de las NAEs, se analizó la expresión 
génica de distintas señales centrales y periféricas involucradas en la regulación de la 
alimentación en los peces. Mientras que el efecto anorético de la OEA parece no estar 
mediado por cambios hipotalámicos de NPY y orexina (Tinoco et al., 2014a), en el caso de la 
PEA se ha observado una drástica caída en los niveles de expresión hipotalámica de npy. Estos 
resultados son comparables con las acciones que generan otras señales anoréticas sobre la 
expresión del npy hipotalámico, como pueden ser un incremento en los niveles de nutrientes o 
la secreción de hormonas anoréticas (Delgado et al., 2017; Soengas et al., 2018). En ratas 
ovariectomizadas, un tratamiento agudo con PEA provocó un aumento del neuropéptido 
anorético POMC (Mattace Raso et al., 2014b), mientras que en el carpín no se observaron 
modificaciones significativas en ninguno de los dos neuropéptidos anoréticos estudiados en el 
hipotálamo (pomc y cartpt). Estas discrepancias pueden ser debidas a diferentes causas: 
diferencias interespecíficas (peces versus mamíferos), duración del tratamiento (10 días en los 
peces versus 5 semanas en los mamíferos) o diferentes aproximaciones experimentales (carpín 
de fenotipo salvaje versus modelo de obesidad inducido por ovariectomía en rata). Entre las 
posibles señales neuroendocrinas de carácter periférico que podrían estar implicadas en los 
efectos de las NAEs en los peces, se han estudiado la ghrelina, la colecistocinina y la leptina. 
Mientras que la disminución de la ingesta producida por la OEA parece estar mediada por una 
reducción en la ghrelina a nivel intestinal tanto en mamíferos (Cani et al., 2004; Serrano et al., 
2011) como en peces (Tinoco et al., 2014a), el tratamiento agudo con PEA no provocó ningún 
cambio en los niveles de esta hormona en el bulbo intestinal del carpín (datos no mostrados), 
sugiriendo que puede existir una regulación diferencial de la expresión intestinal de ghrelina 
en el carpín en función de la NAE estudiada. En cuanto a la colecistocinina, parece ser que esta 
hormona no está implicada en los efectos anoréticos de la OEA en mamíferos (Proulx et al., 
2005) y peces (Tinoco et al., 2014a), ni de la PEA en los peces teleósteos (datos no mostrados). 
Por último, se postula que el sistema de la leptina no parece intervenir en la acción anorética 
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de la OEA tanto en mamíferos como en peces, ya que en ratas Zucker obesas (sin receptores 
funcionales para la leptina) el tratamiento con OEA sigue reduciendo la ingesta (Fu et al., 
2005); y en el carpín, la OEA no indujo ningún cambio en la expresión de la leptina a nivel 
hepático e hipotalámico (Tinoco et al., 2014a). Por otro lado, un tratamiento agudo de PEA 
provocó un marcado aumento en los niveles de expresión de la leptina hepática, lo que podría 
implicar un aumento en los niveles circulantes de leptina que, tras su integración hipotalámica, 
provocaría la disminución observada en los niveles de npy, tal y como se ha demostrado 
previamente en el carpín (Volkoff et al., 2003) y la trucha arcoíris (Murashita et al., 2008; 
Aguilar et al., 2011). Estos datos concuerdan con lo observado en los mamíferos, ya que la PEA 
provocó un aumento de la señalización hipotalámica generada por la leptina (Mattace Raso et 
al., 2014a), a pesar de que no se encontraron modificaciones en los niveles circulantes de esta 
hormona (Mattace Raso et al., 2014b). Por último, resulta interesante tener en cuenta que 
estudios muy recientes en mamíferos apuntan a que el papel que ejercen las NAEs sobre la 
regulación de la ingesta parece ser más bien a través de mecanismos hedónicos en vez de 
homeostáticos (Monteleone et al., 2016). Esta posible regulación hedónica podría ser la 
respuesta a las discrepancias encontradas al observar los efectos anorexigénicos provocados 
por las NAEs y los causados por otras condiciones anoréticas entre los peces y los mamíferos. 
Por ello, se requiere la realización de nuevos diseños experimentales que permitan abordar y 
clarificar el papel de las NAEs en los circuitos implicados en la regulación hedónica en los peces 
teleósteos. 
Cabe destacar también los resultados de la presente Tesis Doctoral relacionados con la 
reducción de peso corporal observada tras un tratamiento crónico durante 10 días con OEA o 
PEA. Dichos resultados están de acuerdo con estudios previos realizados en roedores que han 
mostrado, junto a la reducción de la ingesta, una reducción del peso corporal tras el 
tratamiento crónico con OEA (Rodríguez de Fonseca et al., 2001; Guzmán et al., 2004; Fu et al., 
2005; Serrano et al., 2008) y con PEA (Mattace Raso et al., 2014b). Otro de los parámetros que 
está relacionado con la homeostasis energética de los animales es la actividad locomotora. Así, 
tratamientos agudos con OEA provocan que las ratas se muevan significativamente menos, 
manteniéndose un mayor tiempo en inactividad y presentando menos periodos de 
deambulación en la prueba del campo abierto (Rodríguez de Fonseca et al., 2001; Proulx et al., 
2005). Por su parte, la PEA también genera una reducción en la actividad locomotora de los 
ratones tratados con esta NAE en la prueba de campo abierto (Zambrana-Infantes et al., 2018). 
Nuestros resultados en el carpín confirman que el tratamiento crónico con OEA y PEA reducen 
la actividad locomotora, de forma similar a lo descrito previamente en mamíferos, así como 
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tras una administración aguda de OEA en el carpín (Tinoco et al., 2014a).A pesar de 
experimentar simultáneamente estas disminuciones en la actividad locomotora y en la ingesta, 
parece ser que ambos procesos son independientes y ninguno de los dos son consecuencia del 
otro, como se ha sugerido en rata (Rodríguez de Fonseca et al., 2001). En los peces, esta 
regulación independiente de la actividad locomotora y de la actividad alimentaria se encuentra 
respaldada por diversos trabajos realizados en nuestra especie de estudio, el carpín (Sánchez-
Vázquez et al., 1996; Azpeleta et al., 2010; Vivas et al., 2011). Por otra parte, el 
comportamiento alimentario suele incluir tres fases secuenciales en los peces: una fase de 
excitación o alerta encaminada a la búsqueda de la comida, seguida de una fase de apetito en 
la que se localiza el alimento y una fase final consumatoria que consiste en la propia ingestión 
de los alimentos (Lamb, 2001; Azpeleta et al., 2010). Teniendo en cuenta toda esta 
información, resulta muy interesante nuestro resultado tras el tratamiento crónico con PEA 
que demuestra tanto una disminución de la fase consumatoria de la alimentación como una 
importante reducción de la actividad anticipatoria al alimento, que está relacionada más 
directamente con las primeras fases de alerta y localización de la comida y, por tanto, con 
aspectos motivacionales de la alimentación. 
1.3 Regulación del metabolismo hepático por las NAEs 
Este capítulo de la presente Tesis Doctoral aporta los primeros datos sobre un posible 
papel de la OEA y la PEA en el metabolismo de lípidos y de glúcidos a nivel hepático en los 
peces teleósteos. 
Respecto al metabolismo lipídico, ambas NAEs estudiadas presentan un efecto lipogénico 
en el hígado del carpín, caracterizado por el aumento de la actividad enzimática de ACLY por 
acción de la OEA y de FAS (ácido graso sintasa) por parte de la PEA, dos enzimas implicadas en 
la ruta de biosíntesis de ácidos grasos. Cabría esperar que si la capacidad lipogénica hepática 
está aumentada por el tratamiento con estos derivados lipídicos, el potencial lipolítico se viese 
disminuido o, al menos, no modificado. Esta idea se corrobora efectivamente para las dos 
NAEs. En el caso de la OEA, se observa una marcada reducción de la actividad enzimática de la 
CPT-1, sugiriendo una reducción en la β-oxidación mitocondrial de ácidos grasos, mientras que 
la PEA no generó ninguna modificación de la lipólisis hepática. Estos cambios en los 
potenciales lipogénico y lipolítico podrían estar asociados, al menos parcialmente, con el 
aumento de la expresión génica de bmal1a que encontramos paralelamente en el hígado tras 
el tratamiento con OEA y PEA. De hecho, en mamíferos se ha demostrado también que este 
gen está implicado en la regulación lipídica, aumentando la lipogénesis y disminuyendo la 
lipólisis tanto en hepatocitos de ratón (Zhang D et al., 2014) como en adipocitos de rata 
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(Shimba et al., 2005, 2011). En los mamíferos se ha demostrado un claro efecto lipolítico de la 
OEA en el tejido adiposo (Decara et al., 2012; Suárez et al., 2014), mientras que su papel en el 
hígado no está tan claro. Algunos estudios sugieren un aumento del potencial lipolítico 
(Guzmán et al., 2004; Fu et al., 2005), mientras que en otros parece reducirse (Serrano et al., 
2008; Thabuis et al., 2011), resultado este último que coincidiría con nuestros resultados. 
Parece por tanto, que los efectos de la OEA en la regulación metabólica de lípidos podría ser 
dependiente del tejido estudiado. Además, no podemos descartar que en el carpín no esté 
teniendo lugar un aumento de la lipólisis en otros tejidos distintos al hígado, como sugiere el 
hecho de que se reduzcan los niveles plasmáticos de triglicéridos, y aumenten los de ácidos 
grasos, resultado similar al descrito en roedores (Fu et al., 2005; Yang et al., 2007; Thabuis et 
al., 2011). Por último, querríamos resaltar que en la mayoría de estudios realizados en los 
mamíferos únicamente investigan el papel de la OEA (no existiendo apenas datos de la PEA), y 
cuantifican expresión génica de enzimas o metabolitos plasmáticos, pero no la actividad 
enzimática directamente, tal y como hemos abordado en nuestros estudios, todo lo que hace 
difícil una posible analogía entre los resultados publicados en mamíferos y los obtenidos en 
peces en la presente Tesis Doctoral. 
Entre los efectos de la OEA y la PEA en el metabolismo glucídico cabe destacar una 
importante reducción en el potencial gluconeogénico, a partir de la drástica disminución que 
se observa en la actividad hepática de la PEPCK (enzima principal de la gluconeogénesis o 
síntesis de novo de la glucosa) en ambos casos. Esta reducción en la actividad de la PEPCK 
podría estar asociada, al menos en parte, con el incremento observado en la expresión de 
bmal1a, si tenemos en cuenta que en los mamíferos la sobreexpresión de este gen induce una 
reducción en el ARNm de la pepck en adipocitos (Shimba et al., 2005). Por otro lado, el 
aumento en la actividad GPasa (glucógeno fosforilasa, enzima principal de la degradación de 
glucógeno) tras el tratamiento con OEA y PEA sugiere que ambas NAES también incrementan 
el potencial glucogenolítico en el carpín. A pesar de estos efectos similares de la OEA y la PEA, 
nuestros resultados sugieren una diferente regulación por ambas NAEs en lo que se refiere a la 
capacidad hepática para usar la glucosa. Mientras que la OEA parece reducir la fosforilación de 
la glucosa y su uso, tal y como indica la reducción en la actividad de las enzimas HK y GK; en el 
caso de la PEA, la actividad de estas dos enzimas no fue modificada, lo que junto a una mayor 
actividad enzimática de la PFK (fosfofructoquinasa, una de las enzimas clave de la glucólisis), 
sugiere una elevada capacidad para utilizar la glucosa hepática. Por el momento 
desconocemos qué mecanismos desencadenan este diferente efecto de las dos NAEs 
estudiadas sobre la capacidad de uso de la glucosa a nivel hepático. El efecto de la OEA podría 
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ser comparable con los resultados descritos en rata, donde esta NAE reduce la oxidación de la 
glucosa en el hígado (Thabuis et al., 2011), mientras que en mamíferos hasta el momento no 
hay ningún dato de la posible relación de la PEA y el metabolismo glucídico. 
Estos resultados ponen de manifiesto por primera vez en los peces una posible 
interacción entre las NAEs-sistema circadiano-metabolismo muy interesante, y que está en 
línea con lo descrito en mamíferos sobre la interacción sistema circadiano-metabolismo, 
teniendo como posibles nexos elementos de la maquinaria molecular del oscilador como PPAR 
y BMAL (Figura 20; Charoensuksai y Xu, 2010; Chen y Yang, 2014; Ribas-Latre y Eckel-Mahan, 
2016).  
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2 RITMICIDAD DE SEÑALES RELACIONADAS CON LA HOMEOSTASIS 
ENERGÉTICA 
El sistema circadiano de los vertebrados es el responsable de la regulación de la ritmicidad 
de una gran cantidad de funciones fisiológicas, metabólicas y comportamentales, de tal forma 
que adecúa la homeostasis a los cambios diarios ambientales para un correcto funcionamiento 
del organismo (Albrecht y Ripperger, 2018). Por este motivo, en la presente Tesis Doctoral nos 
hemos propuesto profundizar en el conocimiento del sistema circadiano y la homeostasis 
energética en el carpín como modelo animal de teleósteo. 
2.1 Sincronización de los osciladores por los zeitgebers externos: ciclos luz-
oscuridad y alimentación-ayuno 
Tal y como se comentó en la Introducción de la presente Tesis Doctoral, el sistema 
circadiano de los peces es una red de osciladores sin una jerarquización como ocurre en los 
mamíferos, lo que podría conferirles una mayor flexibilidad a la hora de su sincronización. La 
actividad locomotora diaria es una de las salidas circadianas más robustas que posee el 
sistema circadiano, pudiendo ser encarrilada por cambios en los zeitgebers tanto en 
mamíferos (Refinetti, 2015) como en los peces teleósteos (Aranda et al., 2001; López-Olmeda 
et al., 2009; Sanchez y Sanchez-Vazquez, 2009). En relación con este hecho, se ha considerado 
que la especie de nuestro estudio, el carpín, presenta un comportamiento locomotor muy 
adaptable adecuándose en todo momento a la disponibilidad del alimento (Aranda et al., 
2001; Feliciano et al., 2011; Isorna et al., 2017). Con los resultados de la presente Tesis 
Doctoral se pueden confirmar los resultados previamente descritos ya que bajo unas 
condiciones de fotoperiodo 12L:12D, observamos que los peces que obtuvieron la comida en 
mitad del periodo diurno concentraron toda su actividad locomotora anticipatoria al alimento 
(FAA) en dicho periodo, mientras que los animales alimentados en mitad de la noche 
presentaban su FAA durante el periodo nocturno. Estos resultados también se obtuvieron 
cuando se analizó la actividad locomotora relacionada con la alimentación registrada 
exclusivamente en la zona alrededor del comedero automático. Sin embargo, los peces 
sincronizaron la mayoría de su actividad locomotora general al periodo de luz o fotofase, 
independientemente del momento de la alimentación. Es decir, los animales que comen 
durante la fotofase son claramente diurnos, mientras que los peces que comieron durante la 
escotofase (fase nocturna) no son nocturnos. Esto no ocurre igual en todas las especies de 
peces ya que Vera y colaboradores (2013) describieron que en la dorada tanto si se 
proporciona el alimento durante el día como si se les alimenta por la noche, los peces adecúan 
en torno al 90% de toda su actividad a dichos periodos de alimentación. Sin embargo, hay que 
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tener en cuenta que estos autores no cuantificaron de forma separada la actividad general y la 
ligada a la alimentación, como se ha realizado en la presente Tesis Doctoral, por lo que no sería 
posible discriminar cuánta cantidad de esa actividad está generada por cada una de las dos 
actividades aquí analizadas, pudiendo en tal caso llegar a la misma conclusión que nosotros en 
el carpín. Nuestros resultados también apoyarían la existencia de dos osciladores LEO y FEO 
separados, uno sincronizado por el fotoperiodo y otro por el alimento (Gillman et al., 2019), lo 
que sugiere que los distintos tipos de actividad locomotora no están controlados por las 
mismas estructuras, tal y como ocurre en los mamíferos. Es de sobra conocido que el 
hipotálamo es el oscilador LEO, pero hasta el momento la localización del oscilador FEO sigue 
siendo un misterio (López-Olmeda, 2017), aunque se ha buscado en distintos tejidos. Por una 
parte, y aunque los datos presentes podrían indicar que el principal FEO es el hígado, en el 
carpín se ha descartado esta hipótesis debido al hecho de que, en condiciones de luz 
constante, este tejido no presenta ritmos de FAA, pero sí de los genes que componen el 
oscilador hepático (Feliciano et al., 2011). Por otra parte, tampoco parece ser que la actividad 
locomotora en el carpín dependa del ritmo de cortisol debido a que en situaciones en las que 
los peces no presentan ritmos de esta hormona se siguen manteniendo los ritmos diarios de 
actividad locomotora (datos de la presente Tesis Doctoral).  
Todos los resultados mostrados en la presente Tesis Doctoral en los diferentes 
experimentos (capítulo 1 – subcapítulo 1.3 y capítulo 2 – subcapítulos 2.1 y 2.2) evidencian que 
cuando los animales son alimentados por el día, los genes period (mitad negativa del bucle 
principal) se encuentran en antifase con los genes clock1a/bmal1a (mitad positiva) tanto en el 
hipotálamo como en el hígado, excepto en el caso de per2a que se discutirá más adelante. 
Además, todos los genes reloj estudiados exhibieron sus máximos de expresión o acrofases en 
momentos similares haciendo que los osciladores tanto del tejido central como del periférico 
estén en fase entre sí fluctuando a la vez, tal y como se puede observar en la Tabla 3. 
Por un lado, los genes per1a y per1b presentan sus acrofases alrededor del momento de 
la transición oscuridad-luz en ambos tejidos, independientemente de una alimentación fija al 
inicio (ZT2) o a mitad (ZT6) del periodo diurno. Estos datos apoyan la hipótesis que afirma que 
estos genes per1 anticipan la llegada de la luz en los peces teleósteos bajo condiciones de 
fotoperiodo 12L:12D con una alimentación durante el periodo diurno (Isorna et al., 2017). A 
pesar de ello, ambos genes en el hígado tienden a enlazarse un poco más con la alimentación, 
tal y como se puede observar en sus acrofases desplazadas a momentos iniciales del día 
cuando los peces fueron alimentados a ZT6, respecto a momentos finales de la noche cuando 
lo fueron a ZT2. De hecho, parece ser que per1b no está tan estrictamente vinculado a la 
Discusión 
166 
llegada de la luz como per1a, ya que presenta mayores modificaciones moviéndose su acrofase 
en función de la hora de la alimentación. Por su parte, el gen reloj per3 parece estar más 
controlado por la alimentación tanto a nivel hipotalámico como hepático, ya que su acrofase 
cambia según varía el horario de alimentación. Esto apoya hipótesis previas que también 
vinculaban este gen per3 a la alimentación en estos dos tejidos, al igual que en el techo óptico 
del carpín (Feliciano et al., 2011; Nisembaum et al., 2012). Cabe destacar que, cuando la 
alimentación fue durante el periodo nocturno, la sensibilidad de los osciladores parece ser 
dependiente del tejido. Así, en el hipotálamo del carpín parece que se produce una 
desregulación de las acrofases de los genes period respecto a lo que ocurría cuando los peces 
eran alimentados por el día, ya que los tres genes reloj tienen su acrofase en torno a la mitad 
de la escotofase. En cambio, las acrofases de estos genes en el hígado se mueven tal y como lo 
hace el horario de la alimentación. Otro resultado interesante es como parece afectar la 
alimentación aleatoria según el tejido. En el hipotálamo, la alimentación aleatoria (con la 
última toma a ZT2) no modifica las acrofases de los genes per, mientras que en el hígado 
adelanta las acrofases 2 horas en los tres casos. Estos resultados equivalen a lo descrito 
previamente en el hígado del carpín bajo condiciones de luz constante en el que una sola toma 
de alimentación es capaz de resetear el oscilador hepático (Feliciano et al., 2011). En nuestro 
caso, los animales se encontraban bajo un fotoperiodo de 12L:12D y una sola toma de 
alimento empieza a resetear el reloj hepático para volver a estar en fase con el hipotalámico 
Tabla 3. Acrofases de los genes reloj y receptores nucleares en el hipotálamo y el hígado 
obtenidas en los distintos experimentos de la presente Tesis Doctoral en carpines 
mantenidos en 12L:12D con distintos horarios de alimentación (ZT2, ZT6, ZT18 y aleatorio). 
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aunque no completamente, lo que sugiere que la comida es un input muy fuerte para el hígado 
del carpín. 
Por su parte, los genes clock1a y bmal1a presentan sus acrofases principalmente 
reguladas por el horario de la alimentación, tanto a nivel hipotalámico como a nivel hepático. 
De hecho, ambos genes presentan sus máximos de expresión unas 5-6 horas después del 
momento de la alimentación en ambos tejidos, a excepción del hipotálamo con alimentación 
nocturna, lo que parece ir en concordancia con los datos discutidos previamente de los genes 
per en los que también existía una desregulación del oscilador hipotalámico bajo dichas 
condiciones. Los datos obtenidos en el hipotálamo del carpín concuerdan con trabajos previos 
en el cerebro de la dorada (Vera et al., 2013) y de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus; 
(Costa et al., 2016), aunque no así para el hígado, ya que ambos trabajos describieron unos 
cambios de solamente unas 6-8 horas en las acrofases de clock1a y bmal1a con inversiones de 
12 horas del horario de alimentación, mientras que nuestros resultados muestran una 
inversión también de 12 horas en todos los genes reloj en el hígado del carpín. 
Cuando el ciclo luz-oscuridad fue eliminado y los peces se mantuvieron en oscuridad 
constante, el oscilador hipotalámico se alteró de tal forma que los ritmos diarios de expresión 
de todos los genes reloj se perdieron haciendo un oscilador no funcional, aun a pesar de 
mantener fija la alimentación al inicio del supuesto periodo diurno. Este fue un resultado 
inesperado ya que trabajos previos de nuestro laboratorio habían descrito que la alimentación 
es capaz de sincronizar los ritmos diarios de expresión de los genes reloj bajo un régimen de 
luz constante, tanto en el techo óptico como en el hipotálamo (Feliciano et al., 2011). Una 
posible explicación recaería en los genes inducibles por la luz per2a y cry1a, ambos 
considerados piezas clave para la sincronización fótica de los LEO en los peces teleósteos 
(Vatine et al., 2011; Nisembaum et al., 2012; Ben-Moshe et al., 2014; Moore y Whitmore, 
2014; Isorna et al., 2017). Esta sincronización la llevan a cabo gracias a que en sus promotores 
presentan tanto cajas E (reconocidas por factores de transcripción) como cajas D (encargadas 
de la recepción de la entrada de la luz), ambas conservadas a lo largo de la evolución (Vatine et 
al., 2009). De ahí que, en nuestros resultados bajo una oscuridad constante, per2a no pudo ser 
activado por la luz y con ello tampoco regular la maquinaria del reloj circadiano, convirtiendo 
al hipotálamo en un oscilador no rítmico en estas condiciones. Por su parte, en los resultados 
obtenidos por Feliciano y colaboradores (2011) los genes reloj presentan ritmos diarios de 
expresión posiblemente debido al masking producido por la constante activación de per2a en 
condiciones de luz constante. Sin embargo, el reloj hepático apenas sufrió modificaciones 
cuando se mantuvo a los peces en oscuridad constante, conservándose prácticamente intactos 
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los ritmos diarios de expresión de los genes reloj. Nuestros datos concuerdan con trabajos 
previos de nuestro laboratorio en los que una alimentación bajo un fotoperiodo de luz 
constante era capaz de sincronizar los relojes endógenos de tejidos periféricos como el hígado 
o el intestino (Velarde et al., 2009; Feliciano et al., 2011; Nisembaum et al., 2012). De hecho, 
en el hígado del carpín, per2a carece por completo de ritmos diarios de expresión sugiriendo 
que este tejido no es fotosensible en nuestra especie a diferencia del pez cebra (Vatine et al., 
2011; Ben-Moshe et al., 2014). Estos resultados en los que, a pesar de no tener ritmicidad 
per2a, los osciladores periféricos (como el hígado o el intestino) siguen siendo rítmicos en el 
carpín nos hacen pensar que este gen reloj no es tan indispensable para la generación y 
mantenimiento de los ritmos circadianos en los peces teleósteos como se sugiere en los 
mamíferos (Kim et al., 2018).  
Por último, en el tejido interrenal las acrofases de los genes per1 y clock1a/bmal1a se 
encuentran totalmente en antifase cuando los peces fueron alimentados en mitad de la 
fotofase, confirmando la existencia de un reloj endógeno funcional en este tejido, tal y como 
está descrito en la glándula adrenal de los mamíferos (Son et al., 2008; Kwon et al., 2011). A 
pesar de ello, cambios en los sincronizadores externos parecen afectarle de forma diferente 
respecto al hipotálamo y al hígado. Así, las acrofases de los genes per1 sufren una inversión de 
12 horas cuando la alimentación se desplazó desde el mitad del día a la mitad de la noche, al 
igual que ocurría en el hígado. Esto puede ser debido a que el momento de la comida parece 
jugar un papel importante en su sincronización, como se ha descrito previamente en otros 
tejidos periféricos tanto de mamíferos (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001; Schibler et 
al., 2003; Kornmann et al., 2007; Mukherji et al., 2015) como de peces (Cavallari et al. 2011; 
Feliciano et al. 2011; Nisembaum et al. 2012; Tinoco et al. 2014b). En cuanto a los genes 
clock1a y bmal1a, cuando la alimentación fue nocturna, clock1a dejó de estar en antifase con 
los genes per ya que se adelantó solamente 4 h, mientras que bmal1a perdió su ritmicidad, lo 
que nos hace cuestionarnos la funcionalidad del reloj en este tejido bajo condiciones de 
desfase alimentario, idea que se refuerza con la pérdida del ritmo diario de cortisol circulante. 
Es decir, un cambio en el horario de la alimentación puede considerarse como un factor 
estresante en el carpín, dando lugar a que la homeostasis temporal se encuentre alterada. 
Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral apoyan la idea de que el 
hipotálamo se encuentra principalmente sincronizado y controlado por el ciclo luz-oscuridad 
actuando como un clásico oscilador LEO, como se ha descrito previamente en los mamíferos 
(Mendoza y Challet, 2009) y en peces (López-Olmeda et al., 2010; Vera et al., 2013; Tinoco et 
al., 2014b). Por su parte también apoyan la hipótesis de que el horario de alimentación parece 
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ser el sincronizador más potente para el hígado del carpín, siendo en este caso un clásico 
oscilador FEO, confirmando previos resultados de nuestro grupo de investigación (Feliciano et 
al., 2011) y al igual que ocurre en los mamíferos (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001; 
Kornmann et al., 2007). En el caso del tejido interrenal no tenemos datos suficientes para 
determinar si posee un carácter de LEO o de FEO. Un dato a tener en cuenta es que las 
amplitudes de los genes reloj en todos los tejidos se vieron claramente reducidas cuando 
alguno de los dos principales zeitgebers (ciclos luz-oscuridad y alimentación-ayuno) se 
eliminaron e incluso en el hipotálamo y en el tejido interrenal cuando el alimento se suministró 
por la noche, sugiriendo que ambas señales externas trabajan juntas para sostener el 
mecanismo molecular (Nisembaum et al., 2012; Sánchez-Bretaño et al., 2015a). 
2.2 Ritmos de NAEs y receptores nucleares 
Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral muestran que el contenido de las 
NAEs (OEA, PEA y SEA) no presenta variaciones rítmicas diarias a nivel central (hipotálamo y 
telencéfalo), lo que coincide con la ausencia de oscilaciones diarias en el contenido de OEA y 
PEA en el hipotálamo de ratón (Liedhegner et al., 2014) y de OEA en diferentes regiones 
cerebrales de rata (Guijarro et al., 2010). Por el contrario, Murillo-Rodriguez y colaboradores 
(2006) detectaron variaciones diarias de OEA y PEA en el hipotálamo, el hipocampo y el puente 
troncoencefálico de rata. A la vista de estos resultados y teniendo en cuenta que no son 
muchos los estudios sobre la ritmicidad de las NAEs en el cerebro, se puede sugerir que los 
cambios diarios en los niveles cerebrales de estos derivados lipídicos son específicos de la 
región neural analizada, tal y como se había sugerido previamente en los mamíferos 
(Liedhegner et al., 2014). No obstante, no se puede descartar que las NAEs jueguen otros 
papeles fisiológicos muy importantes a nivel cerebral tal y como ocurre en los mamíferos 
(D’Agostino et al., 2009; Mattace Raso et al., 2014a; Petrosino y Di Marzo, 2017; Holubiec et 
al., 2018; Tsuboi et al., 2018), un tema de gran interés que aún no se ha investigado en los 
peces. Por el contrario, estas NAEs parecen seguir un patrón rítmico diario presentando 
variaciones a lo largo del día en sus contenidos gastrointestinales (bulbo intestinal, intestino 
anterior e hígado), con un incremento muy pronunciado y rápido solamente una hora después 
de la alimentación. Esto nos sugiere que las NAEs no son señales rítmicas per se sino que sus 
niveles en los tejidos gastrointestinales dependen de la alimentación. De hecho, si se analizan 
los perfiles diarios sin el muestreo realizado después de comer (ZT3), se observa que no hay 
ritmos, indicando que la alimentación es la principal señal responsable de la ritmicidad diaria 
de las NAEs en los tejidos gastrointestinales del carpín. Por lo tanto, las NAEs serian 
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potencialmente buenas candidatas a ser señales postprandiales locales que pudiesen 
sincronizar los FEOs como el hígado. 
Debido a que las NAEs pueden considerarse señales rítmicas diarias y que su principal 
receptor, PPARα, también presenta ritmicidad, en la presente Tesis Doctoral hemos analizado 
cómo pueden interaccionar las NAEs con los genes reloj que conforman los osciladores 
endógenos circadianos. Así, hemos podido observar que los tratamientos tanto agudo como 
crónico con PEA provocan cambios en la expresión de algunos genes reloj en el hígado del 
carpín. En concreto, el tratamiento agudo de PEA causó un aumento de la expresión de per1a y 
una disminución en la de per3, mientras que el tratamiento crónico generó un aumento en la 
expresión de los genes per1a, clock1a y bmal1a. Estas modificaciones ocasionadas en el reloj 
hepático podrían ser las causantes de los cambios en la homeostasis energética provocados 
por la PEA en este teleósteo. Por ejemplo, el metabolismo glucídico en el hígado de los 
mamíferos es un claro ejemplo de la intrincada conexión que existe entre la regulación 
circadiana de la maquinaria del reloj hepático con el metabolismo periférico (Peng et al., 2019; 
Reinke y Asher, 2019), de tal forma que modificaciones en los genes que conforman los 
osciladores endógenos llevan asociados graves desórdenes metabólicos como la hiperglucemia 
(Leproult et al., 2014), la resistencia a la insulina (Rao et al., 2015) o la dislipidemia (Chua et al., 
2013). 
Tanto diversas moléculas derivadas de los alimentos como los nutrientes liposolubles de 
la dieta pueden activar los factores de transcripción de la superfamilia de los receptores 
nucleares, tales como PPARs, REV-ERBs y RORs, entre otros muchos, siendo considerados 
además como puntos de unión clave entre el sistema circadiano y el metabolismo (Duez y 
Staels, 2009; Solt et al., 2011; Chen y Yang, 2014; Vieira et al., 2015; Ribas-Latre y Eckel-
Mahan, 2016; Albrecht y Ripperger, 2018). En el carpín, observamos que pparα no presenta un 
ritmo diario de expresión en el hipotálamo ni en presencia de fotoperiodo con diferentes 
horarios de alimentación (ZT2, ZT6, ZT18 o aleatorio; Tabla 3) ni cuando se mantuvo a los 
animales bajo oscuridad constante y alimentación fija a ZT2. Sin embargo, en los tejidos 
periféricos analizados (bulbo intestinal, intestino anterior e hígado) presenta una expresión 
rítmica diaria, lo que nos hace pensar que las funciones de las NAEs (también rítmicas en estos 
tejidos, como se discutió previamente) podrían desempeñarse de forma circadiana. Además, 
cuando la alimentación se realiza de forma fija (ya sea a ZT2, a ZT6 o a ZT18), podemos 
observar que las acrofases de este receptor nuclear se disponen en todos los casos unas horas 
previas al momento de la alimentación, a diferencia de lo observado en el hígado tanto del pez 
cebra (Paredes et al., 2015) como de la dorada (Paredes et al., 2014), en donde las acrofases se 
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disponían en la segunda mitad de la escotofase independientemente del horario de 
alimentación. Por su parte, en los roedores nocturnos rata y ratón, este receptor nuclear 
presenta sus variaciones de expresión con un incremento a lo largo del día y su máximo al 
inicio de la noche (Yang et al., 2006; Chen et al., 2010; Wang et al., 2014). Nuestros datos 
corroboran lo que se observa en los mamíferos en donde la expresión de pparα aumenta en 
los momentos de ayuno (Liu et al., 2014), durante los cuales los animales obtienen la energía 
necesaria incrementando la β-oxidación de los ácidos grasos en el hígado con la consecuente 
formación de cuerpos cetónicos (Ribas-Latre y Eckel-Mahan, 2016). Y es precisamente PPARα 
el que estimula esta β-oxidación de los ácidos grasos y el catabolismo de los lípidos en los 
mamíferos (Charoensuksai y Xu, 2010; Chen y Yang, 2014; Liu et al., 2014), por lo que nuestros 
resultados parecen sugerir que este receptor nuclear podría estar desempeñando las mismas 
funciones en los peces teleósteos. En cambio, cuando la alimentación de los carpines se realizó 
de forma aleatoria (con la última toma a ZT2), la acrofase de pparα en el hígado de estos peces 
tiene lugar al final del periodo nocturno, estando adelantada 2 horas respecto a los animales 
alimentados de forma fija a ZT2. Al igual que ocurría con los genes reloj per, parece ser que 
una sola toma de alimento empieza a resetear el reloj hepático aunque no completamente, lo 
que vuelve a sugiere que la comida es un input muy fuerte para el hígado del carpín. 
En los mamíferos, se ha demostrado que PPARα regula la transcripción de los genes 
bmal1 y rev-erbα, ambos muy ligados tanto al sistema circadiano como al metabolismo. Por un 
lado, bmal1 es uno de los genes reloj del bucle principal que controla los osciladores 
endógenos, aunque también es un factor lipogénico que presenta ritmos diarios de expresión 
mostrando su acrofase después de la comida (Shimba et al., 2005, 2011; Zhang D et al., 2014). 
Estableciendo una similitud con nuestros resultados, se demuestra que este gen se comporta 
de forma similar a los mamíferos, con un máximo de expresión en el hígado del carpín horas 
después del momento de la alimentación bajo todos los horarios de alimentación (ZT2, ZT6, 
ZT18 y aleatorio; Tabla 3), por lo que podría estar íntimamente relacionado con el 
metabolismo de los lípidos desarrollando funciones lipogénicas en los peces teleósteos. Por su 
parte, cabe destacar que rev-erbα es el único receptor nuclear que presenta ritmos diarios de 
expresión en el hipotálamo del carpín cuando el fotoperiodo está presente, 
independientemente del horario de alimentación, perdiéndose su ritmo en oscuridad 
constante. Esto parece indicar que REV-ERBα puede tener un papel más relevante en la 
regulación del oscilador de lo que se pensaba hasta ahora, actuando como un indicador del 
correcto funcionamiento del reloj endógeno. Además, este gen interviene en el metabolismo 
glucídico durante las fases de alimentación-ayuno en los mamíferos, de tal forma que 
Discusión 
172 
disminuye la expresión de los genes que codifican para enzimas clave del metabolismo de la 
glucosa, como es el caso de la PEPCK y la G6Pasa (Yin et al., 2007; Berthier et al., 2018). Estas 
enzimas son las encargadas de mantener el aporte necesario de glucosa durante los 
momentos de ayuno de los animales. Observando nuestros resultados, el receptor nuclear rev-
erbα tanto en el hipotálamo como en el hígado del carpín presenta su máximo de expresión en 
mitad del periodo nocturno cuando la alimentación fue durante la fase diurna (fija a ZT2 o ZT6 
o aleatoria con la última toma a ZT2), momento en el cual los peces se encuentran en ayuno 
con los niveles de glucosa circulante en sus valores más bajos, lo que concuerda 
perfectamente con lo descrito anteriormente en los mamíferos. Sin embargo, cuando la 
alimentación tuvo lugar por la noche (ZT18), la acrofase del ritmo de rev-erbα en el hipotálamo 
solamente se adelantó 3 horas respecto a las obtenidas con una alimentación diurna, mientras 
que en el hígado se produjo una inversión total pasando a tener su acrofase en mitad del día 
(ZT7,4). Todos estos resultados refuerzan nuestra hipótesis de que el hipotálamo es un clásico 
LEO y el hígado un FEO. 
Por último, RORα también regula una gran cantidad de procesos metabólicos tanto 
relacionados con los lípidos como con la glucosa (Solt et al., 2011; Kojetin y Burris, 2014). En 
nuestros resultados, la expresión de rorα sólo fue rítmica en el hipotálamo y bajo condiciones 
de fotoperiodo 12L:12D con alimentación fija a ZT2. En este caso, la acrofase de este receptor 
nuclear tuvo lugar unas horas después de la alimentación, lo que podría estar ayudando al pico 
máximo de glucosa circulante que tiene lugar también de forma inmediatamente postprandial 
(1 hora). Estos resultados concuerdan con lo descrito previamente en los mamíferos, ya que se 
ha visto que rorα es necesario para mantener unos niveles normales de glucosa plasmática 
(Kang et al., 2007). 
Por otra parte, no es un hecho aislado que los niveles máximos circulantes de glucosa 
ocurran unas horas después de la alimentación tanto con alimentación fija a ZT2 o aleatoria 
(con la última toma a ZT2) en presencia o no de un fotoperiodo 12L:12D, y que solamente 
presenten ritmos diarios significativos en presencia de uno de los dos zeitgebers (ciclo luz-
oscuridad o alimentación). En realidad, se observó que la alimentación es imprescindible para 
el mantenimiento/aparición del ritmo, ya que los niveles plasmáticos en peces mantenidos 
durante 25 h en ayuno fueron significativamente más bajos que los obtenidos en los animales 
alimentados, exhibiéndose ritmos circadianos en todos los grupos experimentales cuando no 
se tuvo en cuenta el ayuno para el análisis estadístico circadiano. Estos datos sugieren que los 
ritmos diarios de glucosa se encuentran controlados principalmente por la ingestión de 
alimentos en los peces, al igual que en los mamíferos (Kasanen et al., 2018). En este sentido, 
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también esperábamos obtener resultados similares en la expresión de los receptores nucleares 
estudiados. Sin embargo, los receptores nucleares no presentaron diferencias entre los peces 
en ayunas frente a los alimentados, por lo que parece ser que no se encuentran regulados por 
los zeitgebers de forma directa. Todos los datos expuestos en la presente Tesis Doctoral 
sugieren que los tres receptores nucleares estudiados actúan en la misma línea pero con 
ligeras diferencias. Así, REV-ERBα parece funcionar como un auténtico output o salida del 
sistema circadiano ya que presenta ritmos diarios solamente cuando también los presentan los 
genes reloj tanto en el hipotálamo como en el hígado del carpín, de tal forma que su expresión 
se encuentra controlada por el reloj endógeno sin enmascaramiento por el ciclo de 
alimentación-ayuno. Esto, junto con sus importantes funciones sobre el metabolismo, parece 
indicar que este receptor nuclear juega un papel muy importante en la regulación de la 
homeostasis temporal. Por su parte, PPARα parece estar también controlado por la ritmicidad 
del oscilador endógeno, aunque no tan estrictamente como en el caso de REV-ERBα; mientras 
que RORα parece que no tiene un papel tan importante en cuanto al control de la ritmicidad 
en los peces como lo tiene en los mamíferos. En la presente Tesis Doctoral hemos demostrado 
que los ritmos de los receptores nucleares que pueden señalizar NAEs u otras moléculas, las 
cuales indican el estatus energético de los peces, son dependientes del reloj endógeno. 
De forma general, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral evidencian que 
los cambios en los principales zeitgebers (ciclos luz-oscuridad y alimentación-ayuno) alteran los 
circuitos de los relojes endógenos en función del tejido analizado en el carpín, ya sean 
osciladores centrales (hipotálamo) o periféricos (tejido interrenal e hígado). De esta manera, el 
hipotálamo y el tejido interrenal del carpín se encuentran principalmente sincronizados por el 
ciclo luz-oscuridad, mientras que el ciclo alimentación-ayuno es el sincronizador más potente a 
nivel del hígado. Además, un desfase en el horario de la alimentación desajusta la 
sincronización de los relojes endógenos en el hipotálamo, el tejido interrenal y el hígado, por 
lo que la pérdida de la homeostasis temporal puede afectar negativamente a la fisiología del 
carpín. Adicionalmente, los receptores nucleares se están evidenciando como moléculas muy 
importantes para el mantenimiento de la homeostasis temporal en los peces teleósteos, 
funcionando como auténticos outputs o moléculas clave de salida del sistema circadiano 
controladas por los osciladores endógenos (Figura 21).  
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A partir de los resultados obtenidos y discutidos en la presente Tesis Doctoral, 
proponemos las siguientes conclusiones: 
1. La presencia en el carpín de todos los componentes del sistema de las NAEs: OEA, PEA y 
SEA, sus precursores, las enzimas de síntesis (NAPE-PLD) y de degradación (FAAH) y su 
receptor (PPARα), sugiere que estos derivados lipídicos actúan como moléculas 
bioactivas en los peces, pudiendo intervenir en la regulación de diferentes funciones 
fisiológicas, y apoyando la existencia de un sistema endógeno funcional de las NAEs a lo 
largo de la evolución de los vertebrados. 
2. La alimentación es un importante regulador de las NAEs en los peces, como lo 
demuestran las importantes variaciones en los niveles gastrointestinales de OEA, PEA y 
SEA, en respuesta a los ciclos diarios de alimentación y ayuno. El rápido aumento 
postprandial observado en tejidos gastrointestinales, pero no en tejidos cerebrales, 
sugiere que estas NAEs podrían estar actuando como señales periféricas de saciedad a 
corto plazo. 
3. La PEA presenta un efecto anorético y además reduce el peso corporal, efectos que 
podrían estar mediados por un aumento de la leptina hepática y una disminución del 
NPY hipotalámico. La acusada reducción de la actividad anticipatoria a la alimentación 
apoya un efecto de la PEA no solo en la etapa consumatoria del comportamiento 
alimentario, sino también en etapas previas de alerta y localización de la comida. 
4. Se han obtenido evidencias sobre un papel de las NAEs en la regulación del metabolismo 
hepático en los peces. Cabe destacar un efecto lipogénico inducido por OEA y PEA, 
acompañado de la consiguiente reducción del potencial lipolítico en el caso de la OEA, o 
sin modificaciones en el caso de la PEA. En relación al metabolismo glucídico, nuestros 
resultados apoyan una importante reducción en el potencial gluconeogénico por ambas 
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NAEs, así como un incremento del potencial glucogenolítico. Dichos efectos de la OEA y 
la PEA en el metabolismo hepático podrían estar mediados por el aumento de la 
expresión de bmal1a que inducen ambas NAEs en el hígado. 
5. El hecho de que los ritmos de genes reloj en el hipotálamo se pierdan cuando se elimina 
el zeitgeber luz-oscuridad, y que los cambios en el horario de la alimentación apenas les 
afecten, nos permite proponer que en el carpín el hipotálamo se comporta como un 
oscilador sincronizado por la luz (LEO). Por su parte, el hecho de que en el hígado todos 
los genes reloj estudiados se desfasen 12 h cuando se desfasa 12 h el horario de la 
comida, así como que dichos ritmos se mantengan en condiciones de curso libre 
(oscuridad continua) siempre que haya un horario fijo de alimentación, nos permite 
proponer que el hígado se comporta como un oscilador sincronizado por la comida 
(FEO) en esta especie. 
6. Existen ritmos diarios de las NAEs (OEA, PEA y SEA) y de la expresión de su receptor 
principal (PPARα) en el hígado y el intestino del carpín asociados al momento de la 
ingesta. Esto hace pensar que estos derivados lipídicos puedan señalizar la hora de la 
comida pudiendo actuar como entradas o inputs de los FEOs. En este sentido hemos 
demostrado que tanto la OEA como la PEA modulan los genes reloj en el hígado, aunque 
si son capaces de sincronizarlo es aún una incógnita. El hecho de que no se hayan 
encontrado ritmos de las NAEs asociados a hora de la comida en el hipotálamo apoya 
esta idea, ya que este tejido es un LEO en el carpín. 
7. La glándula interrenal parece ser más sensible al ciclo luz-oscuridad, sugiriendo que se 
comporta más como un LEO en el carpín. El desajuste entre los zeitgebers ciclos luz-
oscuridad y alimentación-ayuno afecta al oscilador del tejido interrenal en mayor 
medida que a los osciladores hipotalámico y hepático, ya que se pierden los desfases 
esperables entre los genes reloj de la mitad positiva y los de la negativa del bucle 
principal, así como el ritmo diario de cortisol. Todo ello apoya que una alteración de la 
homeostasis temporal es un agente estresante para los peces. 
8. De los receptores nucleares estudiados (REV-ERB, PPAR y ROR), la expresión de rev-erb 
es la que parece tener ritmos diarios más robustos. La expresión rítmica de este 
receptor nuclear se encuentra ligada a la existencia de ritmos en los genes reloj del 
bucle principal, estando por tanto controlada por el ciclo luz-oscuridad en el hipotálamo 
y por la alimentación en el hígado. Estos resultados demuestran que en el carpín rev-
erb es un gen controlado por el reloj (CCG) y que, tal como se ha propuesto 
recientemente en mamíferos, su papel para el funcionamiento del oscilador es más 
importante de lo que hasta hace poco se creía. 
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9. La existencia de ritmos diarios en la expresión de rev-erb, rorα y pparα en el hígado, 
aunque no en el hipotálamo, sugiere que la ritmicidad de estos receptores nucleares es 
probablemente más importante para el metabolismo hepático que para otras funciones. 
Sin embargo, y en contra de lo esperado, no hay cambios postprandiales (a corto plazo) 
en la expresión de ninguno de los receptores nucleares estudiados, aunque no podemos 
descartar cambios en respuesta a ayunos más prolongados. 
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Based on the results obtained and discussed in the present Doctoral Thesis, we propose 
the following conclusions: 
1. Presence of all components of the NAEs’ system: OEA, PEA, and SEA, their precursors, 
the synthesis (NAPE-PLD) and degradation (FAAH) enzymes, and their main receptor 
(PPARα), suggests that these lipid derivates act as bioactive molecules in fish, being able 
to participate in the regulation of different physiological functions, and supporting the 
existence of a functional endogenous system of NAEs throughout the evolution of 
vertebrates. 
2. Food intake is a key regulator of NAEs in fish, as demonstrated by the significant 
variations in gastrointestinal levels of OEA, PEA, and SEA, in response to daily feeding 
and fasting cycles. The quick postprandial increase observed in gastrointestinal tissues, 
but not in brain ones, suggests that these NAEs may be acting as short-term peripheral 
satiety signals. 
3. PEA has an anorectic effect and also reduces body weight, effects that may be mediated 
by the increase in hepatic leptin and the decrease in hypothalamic NPY. The sharp 
reduction of the food anticipatory activity supports an effect of PEA not only on the 
feeding-behavior consummatory stage, but also in the awareness and location of food. 
4. Evidences have been obtained for the role of NAEs in the regulation of hepatic 
metabolism in fish. A lipogenic effect induced by OEA and PEA should be noted, linked to 
a reduction of the lipolytic potential in the case of OEA, or no modification in the case of 
PEA. Related to glucose metabolism, our results endorse a significant reduction in the 
gluconeogenic potential by both NAEs, as well as an increased potential of 
glycogenolysis. Those OEA and PEA effects on hepatic metabolism may be mediated by 
the NAEs-induced increase in the bmal1a expression in the liver. 
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5. The fact that the clock genes rhythms in the hypothalamus are lost when the light-dark 
cycle is removed, and that changes in the scheduled feeding barely affect them, allow us 
to propose that the hypothalamus in goldfish behaves as a light-entrainable oscillator 
(LEO). As for the liver, the fact that the 12 h shift in the scheduled feeding induced a 12 h 
shift in all the studied clock genes, as well as their rhythms are maintained under free-
running conditions (constant darkness) with a scheduled feeding, allow us to propose 
that the liver behaves as a food-entrainable oscillator (FEO) in this species. 
6. There are daily rhythms of NAEs (OEA, PEA, and SEA) and of the expression of their main 
receptor (PPARα) in the liver and intestine of the goldfish linked to the feeding time. This 
suggests that these lipid derivatives can signal the mealtime and can act as inputs of the 
FEOs. In this sense, we have demonstrated that both OEA and PEA modulate the clock 
genes in the liver, although if they are capable to synchronize them is still unknown. The 
fact that no NAEs rhythms associated with mealtime have been found in the 
hypothalamus reinforces this idea, as this tissue is a LEO in the goldfish. 
7. The interrenal gland seems to be more sensitive to the light-dark cycle, suggesting that it 
behaves more like a LEO in the goldfish. The mismatch between the zeitgebers light-dark 
and feeding-fasting cycles affects the interrenal tissue oscillator in a stronger way than 
the hypothalamic and hepatic oscillators, as the genes of the positive arm and of the 
negative one of the main loop are not in phase, as well as the loss of the daily rhythm of 
cortisol. All these findings support that an alteration of the temporal homeostasis is a 
stressor for fish. 
8. Among the studied nuclear receptors (REV-ERB, PPAR, and ROR), the expression of rev-
erbα seems to display the most robust daily rhythms. The rhythmic expression of this 
nuclear receptor is linked to the existence of rhythms of the main loop clock genes, 
being therefore controlled by the light-dark cycle in the hypothalamus and by feeding in 
the liver. These results show that in goldfish rev-erbα is a clock-controlled gene (CCG) 
and that, as recently proposed in mammals, its role for oscillator functioning is more 
important than it was previously believed. 
9. The existence of daily expression rhythms of rev-erbβ, rorα, and pparα in the liver, but 
not in the hypothalamus, suggests that the rhythmicity of these nuclear receptors is 
probably more relevant for the hepatic metabolism than for other functions. However, 
contrary to expectations, there are no (short-term) postprandial changes in the gene 
expression of any studied nuclear receptors, although we cannot rule out changes in 
response to longer fasting periods. 
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